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OCTOUPAL P. Histopatologické zmény u prasat
celotélové ozarenych gama paprsky

B Morfologické nalezy u ozatenych zvifat jsou vhodnym druhem dopliiujiciho
a diagnostického vysetfeni, které nas informuje o dynamice zmén, sile poskozeni
jednotlivych orgdnt a o zménach obranyschopnosti takto poskozeného organismu.

LITERARNI PREHLED

Zakladnim zdrojem informaci o nasledcich, které vyvolava ionizujici zafeni
v jednotlivych organech a tkanich laboratornich zvifat je v novéjsi dobé mono-
grafie Blooma a spolupracovniki (1948), ktefi spolu s Lamsonem
aTullisem (1951) provadéji zdkladni rozdéleni jednotlivych crgand a tkédni
podle citlivosti k ionizujicimu zafeni vzhledem k vznikajicim histologickym zmé-
nam. Nejvyraznéjsi zmény byly nalezeny v lymfoidni a hematopoetické tkani,
epitelu krypt tenkého stfeva a na zdrodeiném epitelu varlat. Tyto tkdné byly
v disledku vyraznych strukturdlnich zmén oznaceny jako radiosenzitivni, ostatni
byly povaZovany vzhledem k méné vyraznym zméndm morfologicky za vice-
méné radiorezistentni. K této skupiné byly zafazeny zejména jatra, ledviny
a CNS, kde histologicky kromé projevii hemoragické diatézy a poSkozeni cév-
niho aparatu nepozorovali shora uvedeni autofri vyraznéj$i morfologické posko-
zeni. Rada praci pak na vétsim poétu zvifat a v jinych experimentalnich pod-
minkach potvrdila obzvlastni citlivost tkdni oznacenych jako radiosenzitivni, ale
zaroven bylo shleddno, ze vSechny tkané, orgdny a jejich bunééné i subcelularni
soucdsti reaguji specificky na ptusobeni ionizujiciho zateni, coz ma i odraz v mor-
fologickém nalezu (Scherer, Stender 1963).

Obsahlejsi zpravu o histologickych nalezech u ozafenych prasat rtg paprsky
pedavd Tullis (1951). Slo o béhcuny plemene Landrace szatené celotélove
davkou 600 r a zabijené a pitvané v rtiznych intervalech od 50 min. do 164 hcd.
po expozici.

Histologické zndmky poSkozeni ionizujicim zafenim byly pozorovdny v he-
matopoetické, endotelidlni a gastrointestinalni tkani, ostatni orgdny nevykazc-
valy signifikantni zmény. Dalsi prace na prasatech, pii kterych bylo prova-
dénc histolozické vySetfeni je studie autori Brauna, Staubesanda,
Wolfa (1961), ktefi ozafili 5.—7. tydenni selata davkami od 500 r do 1000 r.
Zvitata byla pitvana po uhynuti 8. az 35. den po expozici. Kromé& typickych
nalezit na lymfoidni tkdni miznich uzlin, kde nepozorovali odli§nou reakci mezi
lymfatickymi uzlinami mezenterialnimi a korespondujicimi v kosterni svaloving,
déle na tonzilach, kostni dfeni, sleziné a varlatech, upozoriiuji predevsim na pro-
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liferaéni tendence intersticia v téchto poSkozenych orgdnech a na vznik mikro-
abscestt v miznich uzlinidch a jatrech- Autofi posledni prace rovnéz pozorovali
v§eobecné projevy hemoragické diatézy a poSkozeni vaskuldrniho aparitu. Pro-
liferace stromatu byla pozcrovdna v ledvindch u déle pfezivajicich zvifat po
davce 1000 r ve formé cervené atrofie.

METODIKA

Material byl ziskdvan bezprostfedné po uhynuti pfi pitvé pfipadné po pora-
zeni ozétenych prasat — béhounti, davkami 450—700 r, 8.—36. den po expo-
zici. Zvifata byla rozdélena do &tyt skupin:

1. prasata porazend, u kterych nedoslo k rozvoji akutni nemoci z ozafeni,

2. prasata uhynuld za pfiznakt rozvinuté akutni nemoci z ozareni,

3. prasata porazena pred nastupem klinickych pfiznakd akutni nemoci z ozé-

feni,

4. prasata porazend v rozvoji akutni nemoci v ozafeni.

Chcvéani pckusnych zvifat, ozafovaci podminky, klinické a patoanatomické
nalezy jsou predmétem rozsahlejsi studie. Za poskytnuty material dékuji timto
V. Kalousové a O. Pawlovi.

Pro histologické vys$etieni byly odebirany mizni uzliny submandibulérni, sle-
‘zina, jatra, pripadné ledvina, CNS, stfevo tlusté a slepé, srdce a plice. Vzorky
organt byly fixovany v Bakerové [ixacni tekutiné, zality zkrdcenou alkohol-
acetonovou tadou autotechnikonem do parafinu. Rezy 7 mikront silné byly bar-
veny prehledné hematoxylin-eosinem. Zmrazené fezy z jater byly pak barveny
na neutralni tuky Sarlachovou cerveni.

VYSLEDKY HISTOLOGICKEHO VYSETRENI

1. skupina:
prasata u nichz nedo$lo k rczvoji akutni nemocci z czdfeni — porazena.
Déavka 450 r 36. den:
Slezina — lymfoidni tkdn ve formé Malpighiho télisek vykazuje zfetel-

nou loziskovitou regeneraci. V sestavé lymfoidniho uzliku prevazuji
viak mladé lymfocyty s vyraznou bazofilni tinkci. Ojedinéle jsou po-
zorsvany zmény na sténé cévni ve formé edému a urcitého rczvolnéni
vazivovych snopct stény cévni.

Mizni uzlina submandibuldarni — v celkové struktute lze pozorovat
pokracujici regeneraci lymfoidni tkané, a to jak loziskovitou tak di-
fuzni. Zarodeéna centra lymfatickych folikuld jscu zfetelnd s vét§im
obsahem mladych lymfocytd, podil retikularnich bunék ustupuje do
pozadi. Ve dvou pfipadech byl pozorovan dosud edém perifolikuldr-
nich sind, na krevnich cévach a vazivovych septech lze pozorovat do-
sud mirné rozvldknéni vazivovych snopct.

Srdce — byla zjisténa loziskovitd degenerace nékterych svalovych snopct
se ztratou Zihdni. U téchto snopct byla vyraznéjsi afinita plazmy ke
kyselym barvivim a zfetelnd pyknoéza jader. Na nékterych svalovych
snopcich bylo mozno pozorovat homogenizaci.
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Plice — byla nalézdna mirna hyperemie a mirny alveolarni.loziskovity
emfyzem. V jednom piipadé zfetelné difuzni zesileni intersticia.

Jatra — celkové zji§téna vyrazna hyperemie s vyraznou naplni vétsich
i men$ich cév. V jednom ptipadé zjistén mensi krevni vylev. Na ja-
ternich buiikdch zjistény v protoplazmé zmény v podobé shlukovani
plazmy v chomacky s loziskovitou vakuolizaci.

Ledvina — v kofe i ve dfeni ledvinné zjistovany drobné extravazaty,
v kofe zejména v okoli glomerulu.

Mozek — byla nachdzena vyrazna hyperemie cév mozkovych, a to jak
v hmoté nervové, tak i v plenach. Ojedinélé krevni vylevy byly zjistény
v oblasti ¢tverhrboli a Varolova mostu. Na nékterych gangliovych
bunkach byly zjistény degenerativni zmény na jadrech, sniZena barvi-
telnost az jejich dplné vymizeni. Tyto zmény byly zjistény v hemis-
férach a v mozecku.

Micha — vykazovala silné prekrveni krevnich cév i krevni vylevy v ple-
nach. i

Davka 450 r 49. den:

Slezina — lymfoidni tkan vykazuje zfetelnou regeneraci- V Malpighiho

bunék retikuldrnich a hystiocyti.

Mizni uzlina submandibularni — probiha zfetelnd regenerace lym-
foidni tkdné, a to jak loziskovitd, tak difuzni. Ve slozeni lymfoidnich
folikula prevladaji lymfocyty a lymfoblasty. V perifolikularnich sinech
byly nalézany casto lymfocyty. Ojedinély byl nélez neutrofilnich gra-
nulocyti. Na burikdch lymioidniho charakteru byla pozorovana zie-
telnd mitoticka aktivita.

Plice — jedinym ndlezem byl loziskovity, mirny, alveoldrni emfyzém.

Jatra — tramcovita struktura a stavba tkdné zachovdna. Bylo pozoro-
vano vyrazné zmnozeni interlobuldrniho vaziva s mirnou kulatobuné-
nou infiltraci sept a vakuolizaci plazmy nékterych okrskid jaterniho

parenchymu.
Ledvina — ojedinélé drobné krviceniny ve dfeni i v kofe.
Mozek — vcelku pozorovano silné prekrveni cév a degenerativni zmény

na nékterych gangliovych bunkach rtzného stupné.

Davka 700 r 33., 36. a 37. den:

Slezina — lze pozorovat dosud urcité profidnuti lymfoidni tkdné s po-
¢inajici loziskovitou regeneraci. V bunééném slozeni Malpighiho té-
lisek prevladaji dosud bunky retikularni a histiocyty, i kdyz se obje-
vuje vyrazny podil lymfoblasti a lymfocytli. Na stromatu lze dosud
pozorcvat zfe'mé uvolnéni vazivovych snopki po ptredchozim edému.
Obdobné na cévach je mozno v nékterych pripadech pozorovat roz-
vlaknéni stény.

Mizni uzlina submandibulirni — dosud mirné profidnuti lymfaticke
tkané, folikuly jsou vsak jiz zfetelné s podilem lymfocyti a lymfo-
blasti. Obdobné jako na stromatu a cévach sleziny bylo pozorovano
urc¢ité rozvlaknéni vazivové slozky.

Plice — nevykazovaly podstatnych morfologickych zmén.
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2. skupina:

prasata uhynuld za pfiznakd rozvinuté akutni nemoci z ozafeni jednotlivé
8.—26. den.

Déavka 700 r.

Slezina — celkové vyrazné proridnuti lymfoidni tkané. Silnd hyperemie,
v nékterych pripadech i rozsahlé krevni vylevy. Malpighiho téliska
jsou silné zmen$ena, obsahuji méle lymfocytd, u prasat uhynulych
v pozdéj§im obdobi (16., 17. den a pozdéji) se objevuji naznaky rege-
nerace — mladé formy lymfocytd. V bunééné sestavé Malpighiho té-
lisek prevladaji buiitky retikuldrni a histiocyty. V nékterych pripadech
bylo pozorovdno poskozeni vazivového stromatu i cév. U trabekul a na
sténé nékterych cév bylo pozorovdno rozvldknéni, edém a tuseky stén
nékterych cév vykazovaly homogenizaci.

Mizni uzlina submandibuldrni — struktura vykazuje vyrazné pro-
fidnuti lymfoidni tkdné ve vétSiné pripadd az uplné vymizeni foli-
kuli. Pod kapsulou v kofe i ve dfeni mizni uzliny byly pozoroviny
Cetné extravazdty rtuzného stafi s vypadlym hemosiderinem.

Ojedinélé, dosud zachovalé lymfatické folikuly obsahovaly razné
formy retikularnich bunék a ojedinéné, zachovalé, ale vét§inou poske-
zené lymfocyty. Na nékterych lymiocytech bylo mozno pfimo pozorovat
rozpad jader. U zvifat uhynulych v pozdéjsim obdobi (14.—17. den)
byly pozorovdny zndmky regenerace lymfoidni tkdné. Na stromatu
a krevnich cévich bylo moino pozorovat podobné zmény jako na sle-
ziné.

Jatra — ve vétsiné pripadi struktura parenchymu vcelku zachovina.
Byla nalézana silnd hyperemie, a to jak v nédplni cév, tak pfimo i v si-
nech. V nékterych pfipadech byly pozorovdny i krevni vylevy zejména
v ckoli portobiliarnich prostort. Jaterni buiiky vykazovaly v plazmé
¢asto vakuolizaci (tuk se vSak nepodafilo prokazat) a shlukovani bu-
nécné protoplazmy v hrudky. Na nékterych jadrech jaternich bunék
jsme mohli pczcrovat degenerativni zmény, a to jak pykndzu jadra,
tak i jeho rozpad.

Ledvina — struktura orgdnu zcela zachovdna. Byly pozorovany mensi
¢i vetsi krevni vylevy v kofe i dfeni. V kofe kromé toho byl zjisto-
van casto periglomeruldrni edém. Asi ve étvrtiné pfipadt u prasat uhy-
nulych kolem 10. dne byly pozorovany degenerativni zmény na epi-
telu vyvodnych kandlki. Ve tfech pripadech byly nalézany kulato-
bunééné infiltraty kolem nékterych glomeruli.

Plice — zakladni struktura orgdnu vétSinou zachovadna. Ve dvou pri-
padech zjistén loziskovity alveolarni emfyzém a ve tfetiné vysetfo-
vanych pfipadt vyrazny edém. Pravidelnym nalezem byla hyperemie
s ojedinélymi perivaskuldrnimi extravazaty do plicniho parenchymu.

Mozek — zikladni struktura tkdné zachovdna. Pravidelnym nélezem
byla vyrazna hyperemie cév v plendch i v mozkové tkdni. Na cévach
byly zjistovany zmény podobné jako v ostatnich orgdnech, a to urcité
rozvlaknéni vaziva stény cévni s edémem, s ojedinélou homogenizaci.
Na gangliovych buikach byly zjisfovany degenerativni zmény na jad-
rech, a to jak pyknéza, tak i karyoclyza.
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Pomérné astym nalezem byl i perivaskularni edém ve vSach dse-
cich nervové hmoty.

Micha — silnd hyperemie a ojedinélé drobné krvdceniny v $edé i bilé
hmotné. Kolem cév byl pozorovan vyrazny edém, jakoz i zdufeni sa-
motné stény cévni a odlupovéani endotelu. Na nervovych burikach byly
pozorovany vyrazné degenerativni zmény jen ve dvou pripadech. Slo
pfedeviim o pykndzu jadra a karyolyzu.

Tlustéaslepé stievo — v nékolika ptipadech bylo vy3etfeno tlusté
a slepé stfevo v rizném stadiu rozvoje difteroidnénekrotickych lozi-
sek. V mensich loziskach dochazi zprvu k nekrotizaci epitelu, tromboti-
zaci drobnych subepitelidlnich cév s tvorbou fibrinovych trombd. Zmény
se roz§ifuji postupné s nzkrotizaci do §itky okolni sliznice i do hloubky
stény stfevni. Misty byla nalezena nepfili§ husta infiltrace neutrofil-
nimi granulocyty.

3. skupina:

prasata porazend pfed nastupem klinickych pfiznaki nemoci z ozafeni —
8. den. '

Déavka 700 r.

Slezina — struktura orgénu zfetelnd s vyraznym profidnutim a v polo-
viné ptipadd az s dplnym vymizenim lymfoidni tkané Malpighiho té-
lisek. V okoli trabekul i pod kapsulou jsou téz pozorovany starsi krevni
vylevy. Cervend pulpa obsahuje viak malo krve. Zaroveni na trabeku-
lach a na nékterych cévach lze pozorovat edém a rozvolnéni vazivovych
snopcli. V bunééné sestavé nékterych dosud zachovalych Malpighiho
télisek ptevladaji bunky retikularni a histiocyty, lymfocyty byly nalé-
zédny zcela ojedinéle, nékteré destruované.

Mizni uzlina submandibularni — vykazuje vyrazné profidnuti lym-
foidni tkdn& az Gplné vymizeni folikuld. V bunééné sestavé prevladaji
zcela retikularni bunky a histiocyty, ojedinélé lymfocyty vykazuji inten-
zivni tinkei. Byl pozorovdn pomérné znaény vyskyt eosinofild. Pouzdro
a vazivové stroma vykazuje edém, misty rozvlaknéni.

Jatra — acinézni struktura byla ve vétsiné ptipadt zachovala. Asi v polo-
viné prepardti bylo vyrazné loziskovité zmnozeni intersticia s vyraznou
infiltraci eosinofilii. Ojedinéle byly nalézany nahlouéeniny kulatcbunéé-
nych elementt v intersticiu zejména v okoli portobilidrnich prostori.
Na samotnych jaternich buiikdch bylo pozorovano ojedinélé shlukovani
protoplazmy v chomécky a loziskovité vyrazna bazolilie jader. V jinych
ptipadech byla naopak zaznamendna $patné se barvici jidra aZ aplné
jejich vymizeni.

Ledvina — zakladni struktura zcela zachovdna; byly pozorovany krevni
vylevy v okoli glomerula a vyrazna hyperemie dfené. Krevni cévy visak
byly ve véi§iné pripadu prazdné, s ojedinélou néplni erytrocytd. Na
nékterych vyvodnych kandlcich byla pozorovana §patna barvitelnost né-
kterych jader a ojedinéle eosinofiln& se barvici hmota v nékterych vy-
vodnych kandlcich v dfeni.

Davka 700 r — prasata porazena 11. den:
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Slezina — v celkové struktufe orgdnu chybi témér bila slozka, cervena
pulpa obsahuje rovnéz malo erytrocyti, kromé krevnich vylevi, kde
se.naléza rovnéz vét§i mnozstvi hemosiderinu v trabekularnich sinech.
Malpighiho téliska vykazuji obdobnou buné¢nou sestavu jako u pied-
chozi skupiny s ponékud vétsim podilem lymfocyti, a to zejména mla-
dych forem. ;

Mizni uzlina submandibularni — vykazuje dosud profidnuti lym-
foidni tkané i kdyz jsou pozorovany proti pfedchozi skupiné znamky
regenerace. Folikuly jsou vétSinou zfetelné i kdyz na lymfocyty pomérné
dosud chudé. Byl pozorovan rovnéz perifolikularni edém. V bunécné
sestavé maji znaény podil buiiky retikuldrni a histiocyty a mladé formy
lymfocyta. V kotfe byly zji§fovany Ceiné star$i krvaceniny.

Jatra — struktura acinézni zachoval4, loziskovité mirné zmnozeni inter-
sticia s infiltraci eosinofilii a ojedinélymi nahlouceninami kulatobunéc-
nych elementtd. Shlukovédni plazmy v jaternich burikdch pozoroviano oje-
dinéle.

4. skupina:

prasata porazena v rozvoji akutni nemoci z ozafeni 11. a 12. den.
Davka 700 r.

Slezina — vykazuje celkové profidnuti lymfoidni tkdné. Zachovala
Malpighiho téliska jsou zji§tovana jen ojedinéle a jejich bunéénid se-
stava odpovidd pfedchozi skupiné. Rovnéz byly zjistovany krevni vy-
levy v okoli trabekul-

Mizni uzlina submandibularni — lymfaticka tkan vykazuje profid-
nuti, folikuly obsahuji pomérné malo lymfocytd, které vykazuji pomérné
vyraznou bazofilii. V kofe pozorujeme perifolikularni edém a krevni
vylevy s vypadlym hemosiderinem.

Jatra — acinézni struktura celkem zachovala, v okoli portobilidrnich pro-
stori ojedinélé nahloudeniny kulatobunéénych elementi. Jaterni buiiky
vykazuji ojedinéle hrudkovitou protoplazmu a mirné degenerativni zme-
ny na jadrech.

DISKUSE

Nejvyraznéjsi zmény v orgdnech ozarenych prasat davkou 700 r i 450 r
byly histologickym vy3etfenim zjitevany v miznich uzlinach a sleziné Tato
skutecnost je v plném souladu se vSeobecné zndmymi poznatky o vyrazné senzi-
tivité lymfoidni ‘tkdné k inonizujicimu zafeni i s vysledky histologického vy-
Setfeni ozdfenych prasat X i gama paprsky, jak o nich referovali u vepfa Tul-
lis (1951, 1955), Braun, Staubesand, Wolf (1961) a Mehlhorn
(1964). Zjistili jsme vSak urcité odchylnosti v regenera¢ni schoprnosti lymfoidni
tkané. U prasat porazenych v rozvoji akutni nemoci z ozéfeni nastupuje no-
duldrni typ regenerace kolem 11. dne, zatimco u prasat porazenych 8. den po
ozafeni stejnou ddvkou byl zjistovan dosud plny rozpad folikula vySetfované
mizni uzliny, slezinnych Malpighiho télisek a celkové difuzni profidnuti lym-
foidni tkané. U prasat uhynulych s plné rozvinutym hemoragickym syndromem
byla zjistovana regenerace bilé pulpy sleziny a folikuld lymfatickych uzlin mezi
14. a 17. dnem po expozici. Rozdil mezi vysledky popsanymi Tullisem
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(1951), lze vysvétlit mensi davkou a jinou kvalitou pouzitého zdroje ionizujiciho
zafeni. De Bruyn v monografii Bloomové (1948) uvadi, ze nejdfive
v lymfoidni tkdni nastupuje regenerace difdzni a teprve zna¢né pozdéji regene-
race nodularni. Tento zavér se nam vsak na zdkladé naSeho materialu nepoda-
filo potvrdit. Zda se, ze k regeneraci difazni i nodularni dochézi soucasné nebo
jen s mensim c¢asovym odstupem.

Zmény na vazivovém stromatu a cévach pfetrvavaly pomérné dlouho, a to
i u relativné mensich davek zareni (36. den 450 r). Krevni vylevy do lym-
foidni tkané byly vyrazné u miznich uzlin, fidceji se vyskytovaly pod kapsulou
sleziny, a to kolem 17. az 19. dne po expozici. V ostatnich pfipadech byla po-
zorovana obvykle vyrazna hemosiderdza.

Pomeérné casto byla vysetfovana jatra. U prasat porazenych 36. den po expozi-
ci davkou 450 r byla celkova struktura orgdnu zfetelnd, jen na jednotlivych sku-
pinéch jaternich bunék bylo zjisténo shlukovani protoplazmy v.chomaécky s mir-
nou vakuolizaci plazmy bez pozitivniho zjisténi tukovych kapének. Stejné zmény
byly zjisfovany i u prasat uhynulych po ozafeni davkou 700 r v rozvoji kli-
nickych pfiznakd nemoci z ozafeni. Kromé toho jsme pozorovali pomérné casto
degenerativni zmény na jadfe jaterni buiiky, a to bud ve formé pyknézy nebo
karyolyzy. Tato nafe zjiténi jsou v souladu s vysledky Krajevského
(1957), Ivanické a Mansurové (1960) a odporuje naleztim, které
u prasat u¢inili Lamson a Tullis (1951), kten nenasli po ozdfeni vyraz-
néj§i zmény na jaternich burkach.

U skupiny prasat porazenych 8. den po ozafeni davkou 700 r jsme ojedi-
néle nalezli v okoli portobilidrnich prostorii vyrazné nahlouceniny kulatobuné-
nych elementi, které mizeme klasifikovat jako Jelinkem (1956) popsanou
lymfadenopatii. Déle byla v nékolika ptipadech zji§téna loZiskova intersticidlni
hepatitida, zfejmé vyvoland migraci larev Skrkavek s hojnym nélezem eosino-
filnich granulocyti v zesileném intersticidlnim vazivu. Nekrobiotickd loziska
v jatrech ani vyrazné proliferativni tendence intersticia v ostatnich orgédnech,
jak je popsali Braun a spol. (1961), nebyla pozorovana.

U prasat ozafenych davkou 450 r a porazenych 36. den po expozici byla
zji§téna v srde¢ni svaloviné loziska s degeneraci svalovych snopci a ztratou zi-
hani, jak i u ozafenych psi popsal Ivanov (1962).

Ledvina vykazovala ve vét§iné ptipadi vzdy ojedinélé i hojnéjsi extravazaty,
zejména v kofe, méné ve dfeni kromé makroskopicky zjistitelnjch vylevit krev-
nich v panviéce. Vyrazny periglomerularni edém byl pozorovan téméf u viech
uhynulych prasat ozdfenych ddvkou 700 r a uhynulych v rozvoji hemoragického
syndromu. Degenerativni zmény na epitelu vyvodnych kanalkd, jak se o nich
zmifiovali Tiktinskij, Tovstoles (1961) a Niissel, Schuck
(1961), byly zjistény u prasat ozafenych davkou 700 r a uhynulych kolem
10. dne po ozafeni.

Hodnotime-li zmény v CNS z hlediska ostatnich zmén ozdfeného orga
nismu, nachazeli jsme Cetné extravazaty v riznych tsecich Sedé i bilé hmoty,
vyrazné zmény na sténé cévni véetné perivaskuldrniho edému a degenerativni
zmény riuzného stupné na gangliovych burikdch bez napadnéjsi lokalizace, které
jsou v souladu s ndlezy Kurkovského (1960).

Zvlastni pozornosti zaslouzi histopatologické nalezy na sliznici a ve sténé
slepého a tlustého stfeva, které mohou makroskopicky imitovat klasicky obraz
chronického pribéhu moru vepii nebo chronické salmonelézy, jak ji popsal
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Salyi (1963). Bakteriologickym vySetfenim nebyl potvrzen pozitivni nalez
salmonel. Znadmky zdnétu a okolni tkanové reakce byly velmi slabé, reprezen-
tovany jen slabou infiltraci neutrofilnich granulocytd v submukéze.

SOUHRN

Byly sledovany histologické zmény u prasat jednordzové celotélové oza-
fenych gama paprsky Co® davkami 450 a 700 r.

Nilezy byly sledovany ve skupinach:

1. prasata, u nichZ nedo$lo k rozvoji akutni nemoci z ozdfeni (poraZzend),

2. prasata uhynuld za pfiznakt rozvinuté akutni nemoci z ozéfeni,

3. prasata porazenid pred nastupem klinickych pfiznaka akutni nemoci

z Ozareni,

4, prasata porazend v rozyoji akutni nemoci z ozéreni.

Nejvyraznéjsi zmény byly zjistény v souhlase s tdaji jinych autori v lym-
fatickych uzlindch a ve sl=ziné. U prasat porazenych v rozvoji klinickych pfi-
znakid akutni nemoci z ozéfeni (4. skupina) nastupuji znadmky noduldrni rege-
nerace jedznécty den po expozici, zatimco u prasat porazenych osmy den a oza-
fenych stejncu ddvkou 700 r znamky regenerace zcela chybi. U prasat uhynulych
v rozvoji nemoci z ozafeni po dévce 700 r byla pozorovdna regenerace lym-
foidni tkdné mezi 14. a 17. dnem.

Na jednotlivych skupinich jaternich bunék, jater prasat ozatenych davkou
700 1, bylo pozorovano shlukovani protoplazmy v chomacky, vakuolizace a de-
generativni zmény na jatrech, a to bud ve formé pyknézy nebo karyolyzy. Tu-
kové kapénky v mistech vakuolizace protoplazmy zjistény nebyly.

V riaznych organech byly pozorovany éetné extravazity, které nebylo mozno
pozorovat makroskopicky (ledvina, CNS). Pomérné ¢asté byly difteroidné ne-
krotické zmény na sliznici tlustého a slepého stfeva bez vyraznéjsi zanétlivé in-

filtrace v okoli loziska.
Doslo dne 17. 5. 1965
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[ucTonarosorHyeckue HaMeHeHus y CBMHeﬁ, 06le‘leHHle no Bcemy TeJy ramma-iayyamu

HMayuanncs rucrosorinyeckue H3MenenHst y CBHHENl, O pa3 0OJYUYEHHBIX 110 BCEMY Tesy
ramma-syuamu Co0 gozamu 450 u 700 r.

IIHZ]FIIOBH H3yua/JIMCb TIO Tpynnam:

|. cBuHeli, y KOTOPHIX He pa3BHBaJjach ocTpas Jjyuesas 0o./e3us (3abHThie),

2. cBHHeli, NOMHGINHX ¢ CHMITOMaMH Pa3BHBILIEroCA OCTPOro 3aG0/I€BaHHsl B pe3yJbTarte
o6ayueHHs,

3. cBuueil, 3aGHTLIX /10 NOABJICHHA KIHHAYECKHX CHMIITOMOB OCTPOro 3aG0.1eBaHus B pe-
3yJbTate 00JyueHHsI,

4. cpuHeli, 3a6MTLIX B CTajJHH PA3BHTHA OCTPOro 3aGo/ieBaHusi B pelyJastare o6/yueHus.

Camble cHibHBIE H3MeHeHHs! ObUIH YCTAHOBJEHLI B COOTBETCTEHY C JIaHHL'M'Y JPYTHX
4BTOPOB B JHM(DATHUECKHX TAHIVIHSAX H B cese3enke., Y CBHHei, 3a06ThIX B CTa~HH Pa3BHTHSA
KJIHHHUECKHX CHMIITOMOB OCTPOro 3aGoseBaHust B pesysabrale o6.1y-eHis (4 rpynma) mepsbie
NpH3HAKN HOLYJISIPHOIT pereHepalHi TMOSBHJHC, HAa OJHHHANUATBIL JIeHb TMOCJ2 3KCNO3MIL H,
B TO BPEM# KdK y CBHHeil, 3a0MTBIX Ha BOCbMOIl AeHb H 00JyueHHBIX TaKoii ke rozoil 700 r,
IPH3HAKH pereHepautd IMOJHOCTLIO OTCYTCTBYIOT. ¥ CBHHEil, NMOTHOUIHX B NEPHON pa3BHTHS
6oseani, Kak nocsenctsus obayuenus no3oii 700 r, na6Gaoaanacs pereHepauus JHMGOHIHOH
TKauu mexay 14 u 17 gHeMm.

Ha otjiesibHBIX Tpynnax nevyeHouHbIX K/J€TOK, leyeHH cBuHei, o6ayueHHbIX n030ii 700 r,
Ha6.1101a710Ch  CKOIJIEHHE TIPOTOMIa3Mbl B KOMKaX, BaKyO/IU3alMsi H JereHepa HBHble H3Me-
HeHHs MeyeHH, B YaCTHOCTH B (popMe NMHKHO3bI HAH KapHo.u3bl. JKHpoBbie Kaneab:H B Mecrax
BAKYO/IH3aLHH TIPOTONJIA3Mbl OOHAPYXeHbl He OblJIH.

B pasubix opramnax na6.10/a/gHch MHOTOUECJEHHbIE 3KCTpaBa3arhl, HaGJI011Th KOTOpLIe
MHKDOCKOIHUYECKH He Obliio BoamoxknoctH (nouka, ILHC). CpaBuuTenbHo uactbiMi 0 JIH
AMdTepoHaHbIe HEKPOTHUECKHE H3MEHEHHs Ha C/AM3HCTOI 060J0YKe TOJICTOH M Clenoii KHIIKH
6e3 sBHOI BocnaHTe LHOI HI(HABTPAILLHH BOKPYT ouara.

Histopathological Changes in Pigs Whole-Body Irradiated with Gamma-Rays
Histological changes in pigs whole-body irradiated with a single dose of

Gamma-rays Co% at doses of 450 and 700 r were traced.
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The findings were traced in groups as follows:

1. Pigs that did not show any development of acute irradiation-sickness
(slaughtered),

2. Pigs decayed under symptoms of a developed acute irradiation-sickness,

3. Pigs slaughtered before the arising of clinical symptoms of acute irradiation-
sickness,

4. Pigs slaughtered during development of acute irradiation-sickness.

Most expressive changes were ascertained, in accordance with other authors,
in lymphatic nodes and spleen. In pigs slaughtered during the development of cli-
nical symptoms of acute irradiation-sickness (4th group) signs of nodular regenera-
tion arose on the 11th day after exposure whereas in pigs slaughtered on the 8th
day and irradiated with the same dose of 700 r the signs of regeneration did not
appear at all. In pigs decayed during the development of the irradiation-sickness
after the dose 700 r a lymphoid-tissue regeneration was observed between the 14th
and 17th day.

Agglomeration of protoplasma into tufts was observed in single groups of liver
cells of pigs irradiated with the dose of 700 r as well as vacuolization and degenera-
tive changes in liver either in form of pyknosis or karyolysis. Fat droplets in places
of protoplasma — vacuolization were not ascertained.

In various organs numerous extravasates were observed not visible macro-
scopically (kidney, central nervous system). Diphteroidally nectrotic changes in the
mucous membrane of large intestine and caeccum were found comparatively often
without any more expressive inflammatory infiltration in the focus-surroundings.

Histopathologische Verinderungen bei den auf dem ganzen Korper mit
Gammastrahlen behandelten Schweinen

Man verfolgte die histologischen Verdnderungen bei Schweinen, dig einer Kor-
perbestrahlung mit Gammastrahlen Co% in Dosen von 450 und 700 r ausgesetzt
worden waren. Die Befunde wurden in folgenden Gruppen verfolgt:

1. Schweine, bei denen sich die Bestrahlungsschaden nicht auswirkten (ge-
schlachtete Tiere),

2. Schweine, die unter Merkmalen der entfalteten akuten Strahlungswirkun-
gen abstarben,

3. Schweine, die vor dem Eintritt klinischer Symptome der akuten Strahlungs-
wirkungen geschlachtet wurden,

4. Schweine, die wiahrend der Entfaltung der akuten Strahlungswirkungen ge-
schlachtet wurden. ;

Die bedeutendsten Veranderungen wurden entsprechend den Angaben anderer
Autoren in den Lymphknoten und in der Milz festgesiellt. Bei Schweinen, die wih-
rend der Entfaltung der Kklinischen Symptome der akuten Strahlungskrankheit
(4. Gruppe) geschlachtet wurden, treten Merkmale einer nodulidren Regeneration am
elften Tag nach der Exposition ein, wogegen bei Schweinen die am achten Tag
geschlachtet und mit derselben Dosis von 700r bestrahlt wurden, die Merkmale
der Regeneration vollkommen fehlen. Bei Schweinen, die wiahrend der Entfaltung
der Strahlungswirkungen nach einer Dosis von T700r abstarben, beobachtete man
die Regeneration des Lymphgewebes zwischen dem 14. und 17. Tag.

An den einzelnen Leberzellengruppen von Schweinen, die mit einer Dosis von
700 r bestrahlt wurden, beobachtete man eine Anhdufung des Protoplasmas in kleine
Klumpen, eine Vakuolisierung und degenerative Verdanderungen der Leber, u. zw.
in Form von Pyknose oder Karyolyse. Fetttropfen an Stellen der Vakuolisierung
des Protoplasmas wurden nicht ermittelt.

In verschiedenen Organen beobachtete man zahlreiche Extravasaten, die makro-
skopisch nicht zu erkennen waren (Niere, zentrales Nervensystem). Die diphteroid-
nekrotischen Veridnderungen der Schleimhaut des Dick- und Blinddarms ohne aus-
geprigtere Entziindungs-Infiltration in der Umgebung des Herdes kamen verhélt-
nismaflig oft vor.

Pavel Otoupal, prom. vet. 1ékar
Veterinarni vyzkumné stiedisko,
Praha - Motol
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POSPISIL J. Dynamika zmén poétu bundk obvodové krve

BERAN M. u prasat a koz celotélové ozafenych *°Co

B Postradiaéni zmény poétu jednotlivych druhti bunék periferni krve byly sle-
dovany radou autord, a to jak zahrani¢nich, tak i nasich. Vzhledem ke znaénému
mnozstvi jednotlivych dilé¢ich studii je moZno uvést pouze souborna dila (Ja-
cobson 1954; Rybak 1958, Mehlhorn 1964; Vokken 1964;
Dienstbier, Arient, Kofranek 1957; Kolektiv autorua 1965).

Zmény v perifernim krevnim obraze jsou doposud uznadvadny za jeden z nej-
prikaznéjsich ukazateli postradiaéniho poskozeni, podle kterého lze do jisté
miry usuzovat na zdvaznost poSkozeni a vyslovit i pfipadnou prognézu one-
mocnéni.

Charakter zmén v poé¢tu jednotlivych bunéénych krevnich elementd u vsech
savcl je stejny a odchylky jsou jen v rychlosti nastupu a pribéhu. Zmény v peri-
fernfm krevnim obraze mozno rozdélit v zdsadé na tfi na sebe navazujici faze.

A. Nespecifickd faze, charakterizovand doasnym vzestupem poétu
bilych krvinek, podminénym neutrofilii za soudasné redukce poltu lymfocytd
jako specifické postiradiadni léze. Pocet Cervenych krvinek nevykazuje podstatné
zmény. Tato prvni faze trva ruzné dlouhou dobu, 8 az 24 hodin, a to ¢im vyssi
je davka celotélového ozafeni, tim rychleji pfechazi v dalsi fazi.

B. Obdobi akutnich postradiaé¢nich zm én, trvajici nékolik dni
az tydnu, charakterizované postupné se rozvijejicim poklesem viech bunéénych
soucasti.

C. Obdobireparace, které plynule navazuje na predchozi fazi, kdy,
nebyl-li pribéh smrtelny, dochdzi béhem nékolika tydni ¢ mésicd postupné
k normalizaci po¢tu vSech druhu krvinek. Zde byla v pozdéjsich adobich pozo-
rovdna néktera zhoubna onemocnéni krvetvorby (leukémie, zhoubné anémie, poly-
cytémie atd.).

Soubézné s pocetni redukci dochazi i k funkénimu poskozeni bilych krvi-
nek. Snizuje se jejich pohybova schopnost. Bilé krvinky nejsou schopny fago-
cytézou zneSkodnovat mikroorganismy vniklé do krve, jak je tomu u zdravého
organismu. Dal§im vyrazem funkéniho poskozeni je zména osmotické odolnosti
leukocytii.

METODIKA

Prasata a kozy byly rozdéleny do jednotlivych pokusnych skupin, jak je
uvedeno v tabulce I.
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Prasata Kozy
davka celotélového pocet zvifat davka celotélového pocet zvirat
ozareni ve skupiné ozareni ve skuping
450 r 6 500 r 6
700 r 6 700 r 6
kontroly 8 kontroly 8

Metodika ozafovani, druh pokusnych zvifat, krmeni a oSetfovédni je popsano
ve sdéleni O. Pawla a jeho spolupracovnik (pfedchézejici ¢lanek), protoze he-
matologické sledovani bylo provddéno v ramci jim uvedené studie.

HEMATOLOGICKA METODIKA

Odbér krve byl provddén suchou ¢&istou jehlou z vena jugularis u koz a pra-
sat. Krev byla odebirana:

1. do penicilinové lahvicky, ve které byl odparek 0,25 ml roztoku $tavelanu
draselného 0,8 g a 1,2 g §tavelanu amonného ve 100 ml destilované vody-

Z této nesrazlivé zilné krve byl uréovan pocet cervenych krvinek, bilych krvi-
nek, hematokrit, poget retikulocytd; '

2. nativni krev, z které byly zhotoveny krevni natéry.

Pocet ¢ervenych krvinek byl zjisfovan po zfedéni nesrazlivé zilné krve Hay-
movym roztokem v banickdch na &ervené krvinky. Krvinky byly poéitany obvyk-
lym zptsobem v Biirkerové komtrce. Hematokrit byl uréovan metodou podle
Wintroba. Pocet bilych krvinek byl zjistevan po ztedéni nesrazlivé krve Tiirko-
vym roztokem. Poéitini bylo provadéno v Biirkerové komirce obvyklym zptso-
bem. Pocet retikulocyti byl zjisfovan tak, Ze kryci sklicko s kapkou krve bylo
ptilozeno na podlozni sklicko se zaschlym 1% roztérem roztoku brilant-kresylové
modie v alkoholu- Vyhodnocen byl pocet retikulocytti pripadajici na 1000 &er-
venych krvinek.

Diferencialni rozpodet bilych krvinek byl provadén z natéri zhotovenych -
z nativni krve. Nétéry byly barveny May-Griinwald-Giemsou. Hodnoceno bylo
200 bunék ve stadiu leukopénie (pod 2000 bilych krvinek) v 1 cem krve (100
bunék). U kazdého zvifete byly provedeny 3 odbéry krve pred ozafenim, zji§téné
primérné hodnoty byly pro dal$i vyhodnocovani brany jako 100 %. Vysledky
jsou zpracovany graficky.

VYSLEDKY

PRASATA

Pocet ¢cervenych krvinek. (graf 1.) Z gralu je ztejmé, ze k po-
klesu pottu cervenych krvinek doslo pouze u skupiny prasat ozatenjch celotélové
dédvkou 700 r, a to za 15 dnt ode dne ozafeni. Pocet ¢ervenych krvinek u prasat
ozafenych celotélové davkou 450 r nebyly v pribé&hu celého sledovani nalezeny
zadné odchylky od poétu ¢ézrvenych krvinek skupiny kontrolni.
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Hematokrit (graf 2). Zmény v hodnotich hematokritu probihaly
u skupin prasat ozafenych obdobné jako zmény v poc¢tu cervenych krvinek.

Pocet retikulocytia (gral 3). Pocet retikulocyti nipadné stoupl
u skupiny kontrolni, coz lze pfigist stimulaci hematopoézy jako nasledkii prova-
dénych odbéri. Presto, ze u skupin ozafenych byly odbéry provadény stejnou
technikou a mnozstvi odebrané krve bylo stejné s mnoZstvim odebrané krve-
u skupiny kontrolni, nebyla tato stimulace pozorovdna u obou ozéfenych skupin,
naopak byl zde zjistén napadny pckles poétu retikulocytu, ktery byl tmeérny
davce celotélového ozareni.

Pocet bilych krvinek (graf 4). U kontrolni skupiny se pocet
bilych krvinek v prubéhu celého sledovani neustile pohyboval nedalsko vycho-
zich hodnot. Proti tomu u ozarenych skupin prasat do$lo k znamé postiradiaéni
leukopénii, jejiz hloubka byla zavisld na dédvce celotélového ozateni.

e HEMATOKRIT - Prasata
EFRYTROCYTY — Prasata =
* % —— KONTROLY
KONTROLY
L —450r 100
———700r
50
01 5 8 5 22 29 dy i 5
01 5 8 5 22 29 @ po wireni i po. ozoren
Graf 1. Graf 2.
RETIKULOCYTY — PRASATA LEUKOCYTY - PRASATA
% ——— KONTROLY
% KontROLY | | 250
200t 450 r 100(\/\—"/ . P00 F
— —700r AN P
100k, 50 E--_\ ------------- ',4'
| —
o1 29 dn po ozéreni 01 5 8 5 22 29 dri o weirens
Graf 4.

KONTROLY

KONTROLY
wE s 500 r .k T N 500 r
100<___~\ ——700r IOO(\/\-”/ ——700r
fa, Niinbboipi s L I \ \
501 50 \\ _________________________________
< -
\\\’/_\\\
or 5 8 15 22 29 dni po azdren’ or 5 8 15 22 29 dn pe aziren
Graf 5. Graf 6.
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N. GRANULOCYTY - xozy LYMFOCYTY - kozr

KONTROLY % KONTROLY
500r
—_— —700r | O - 500 r
100 \’\__,/\_ = OO
50 . =]
RS, omemcmeaene —
N
29 dn/ po azren o1 5 8 5 22 29 dnf po azdren
Graf 7. Graf 8.

KOZY

Poéet ¢ervenych krvinek (graf 5). Vzhledem k poctu cervenych
krvinek u skupiny kontrolni nebyla zjisténa jak u skupiny koz ozafenych celo-
télové davkou 500 r, tak 700 r postiradiaéni anémizace, coZ potvrzuji i hodnoty
hematokritu

Pocéet bilych krvinek (graf 6). U obou skupin ozafenych doslo
za 24 hodiny k vzestupu poctu bilych krvinek, ktery byl v pozdéjsim udobi vy-
stfidan typickou leukopénii charakteristickou pro akutni nemoc z ozafeni. Poda-
teéni vzestup bilych krvinek byl zpiisoben pfedeviim neutrofilif, coz dokumentuje
graf 7. Lymfocyty (graf 8) se i u tohoto druhu zvifat projevily jako vysoce
radiosenzitivni a reagovaly u obou skupin ozarenych zvifat znaénym poklesem,
jehoz hloubka byla dmérna ddvce celotélového ozafeni. V pozdéjsich ddobich az
do konce sledovani byla neustale zjisfovdna lymfopénie s maximem patého dne.

DISKUSE

Nami zjisténé vysledky v podstaté odpovidaji zkuSenostem zjisténym u téchto
druhd zvifat jinymi autory (Rybak 1958; Mehlhorn 1964; Vokken
1964; Cronkite 1950; Hayashi, Miyao 1961; Hayashi, Mi-
yac 1963). Pri porovnani s vysledky dosazenymi u jinych druhd pokusnych
zvifat (mys$i, krys, kralikd, psa, opic, ovei) (kolektiv autora 1965),
je opét potvrzeno Cronkitovo tvrzeni (Dienstbier, Arient, Kofrdnek
1957), ze charakter dynamiky zmén poctu bunék periferni krve je u vSech savct
stejny a odchylky jsou jen v rychlosti nastupu a pribéhu. Toto nutno uvazit i pfi
hodnoceni del§iho trvani nespecifické neutrofilie v pofateénim tudobi akutni ne-
moci z ozafeni u koz, které bylo v naSich pokusech pozorovano.

SOUHRN

Byla sledovdna dynamika postiradiaénich zmén poétu jednotlivych bunék
periferni krve u koz po ozafeni celotélovou davkou 500 r a 700 r a u prasat
po ozafeni celotélovou davkou 450 a 700 r. Byla zjisténa typicka postiradiaéni
leukopénie, lymfopénie, jejiz hloubka a trvani je zavislé na davce celotélového
ozafeni. U prasat byl zjistén vyrazny pokles retikulocyti. Dosazené vysledky
jsou ve shodé s literarnimi udaji.

Doslo dne 3. 5. 1965
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JIHHAMHKa H3MEeHEHHS yHCJa KJAeTOK mepHdepHuyecKoil KpoBH y CBHHeH H KO3,

o6ayuennbix 60Co

Dhiia M3yyeHa AHMHAMHKA MOCJEpaAHALlHOHHBIX H3MEHeHYH 4YHCJIa OTJAe/bHBIX KJEeTOK
nepHdepHYeCcKOH KPOBH Yy K03, 06ayueHHbIX oGHMH ao3amu 500 p u 700 p, u cBuHeii, o6y~
YyeHHBIX OOWHMH n03aMHi 450 p u 700 p. Bulna ycraHoB/ieHa THNHYecKas TocJjepajHalHOHHAA
JeifkonenHsi, JuMponenns, rayGHHa H NPOLOIKHTENLHOCTb KOTOPBIX 3aBHCHT OT J103bl 061y~
UeHHsi BCEro Tesa. ¥ CBHHeEil GO YCTAHOB/EHO pe3Koe MOHHIKEeHHe PeTHKyJIOHMHTOB. [locTHr-
HYTEIE pPe3yJ bTaThbl COOTBETCTBYIOT JIMTEPATYPHBIM JlaHHbBIM.

Dynamics of the Number-Changes of Cells in Peripheral Blood in Pigs and Goats
Whole-Body Irradiated with 6Co

The dynamics of the postirradiation-changes in numbers of single cells of peri-
pheral blood was followed in goats after their whole-body irradiation with a dose
of 500 r and 700 r and in pigs after the whole-body irradiation with 450 and 700 r.
A typical postirradiation leucopenia, lymphopenia was found the intensity and
duration of which depended on the dose of the whole-body irradiation. An expressed
decrease in reticulocytes number was found in pigs. The achieved results coincide

with literary data.

Die Dynamik der Zellzahlen im peripheren Blut mit %Co ganzkoérperbestrahlier
Schweine und Ziegen

Wir verfolgten die Dynamik der nach Bestrahlung auftretenden Anderungen
in der Zahl der Zellen im peripheren Blut bei Ziegen nach Ganzkoérperbestrahlung
mit 500 und 700 r und bei Schweinen nach Ganzkorperbestrahlung mit 450 und
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700 r. Es wurde die typische auf die Besirahlung folgende Leukopenie und Lympho-
penie festgestellt, deren Ausmafl und Dauer von der Dosis der Ganzkoérperbestrah-
lung abhidngt. Bei Schweinen wurde ein signifikanter Abfall an Retikulozyten
festgestellt. Die gewonnenen Ergebnisse sind im Einklang mit den Literaturangaben.

MVDr. Jan Pospisil CSe.
Biofyzikalni ustav FVL KU,
Praha 2, Salmovska 3

MVDr. Milan Beran
Veterinarni vyzkumné stredisko,
Praha - Motol
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PROCHAZKA Z. Zmény poctu bilych krvinek u kura demaciho
. po uéinku stoupajici expozice papreky X

M Pozorncst pii sledovani u¢inku jonizu/ictho zéfeni na biclogické cbjekty se
v poslednich letech pravem ptfesunuje z oblasti laboratornich zvifat pfimo na
zvifata hospodafsky vyznamnd. Veterindrni pracovi§té v Kanadé napf. vénovala
velkou pozornost v uplynulych 10 letech podrobnému studiu symptomatologie,
mortality, patologické morfologie nemoci z ozédfeni u hospodéafskych zvifat a stu-
difm ve smyslu zkracovani zivota a $kedlivosti jonizujiciho zafeni u zvifat dile-
zitych pro zemédélskou vyrobu i zdravotné veterinarni sluzbu (Brown, 1963).
Pcdcbné tomu je i v jinych statech, kde veterinarni sluzba dosahla jisté odborné
vyse.

Ve smyslu téchto adaji jsou v urc¢itém prevazné praktickém sméru pfinosem
i vysledky, které jsou predlozeny v tomto sdéleni. I kdyz v ptipadé kura doma-
ciho jsou jisté nejasnosti pfi stanoveni ucinnosti davky jonizujiciho zafeni ve
smyslu klinickych pfiznakd a mortality (Prochédzka, Hampl, 1965), neni
bez vyznamu nezavislé a objektivni zhodnoceni vztahu stoupajicich ddvek joni-
zujiciho zafeni ke zménam bilého krevniho obrazu. Vysledky tohoto zhodnoceni
jsou ptedlozeny v nasledujici praci-

LITERARNI PREHLED

Bila ¢ast krevniho obrazu drubeze je vyrazné lymfocytarniho charakteru
a prubeh kfivky poétu bilych krvinek je zfejmé urcovan predevdim hladinou lym-
focytd jiz od nejranéjSich obdobi (Prochazka, 1954). Lymfocyty patii
k té slozce interiéru organismu, kterd je nejcitlivéjdi vici jonizujicimu zéreni.
Sledovani celkového poctu leukocytii u slepic mohlo byt tedy nejrychlej§im
a ziejmé citlivym ukazatelem uGéinnosti davky paprska X.

V literatufe dosud uvefejnéné udaje o uéinku jonizujicitho zafeni na dribez
byly provadény vétsinou na mladych kufatech. Pfi té pfilezitosti nelze pominout
udaje Lindopové (1962), kterd na mySich dokéazala, ze u nedospélého zvi-
fete muze dojit k velmi rychlym zménam v sensitivité, zatimco dospéla zvitata
vykazuji téméf konstantni citlivost k jonizujicimu zafeni. Zda se proto v tomto
smyslu spravnym experiment hlavné na dospélych jedincich. Murray aj.
(1956) zjistili u kurat 3—5tydennich pfi davce LDso (400—800 1), Ze pocet
bilych krvinek 1—2 hod. po ozéfeni prudce klesd, po 10 hod. nahle stoupa (az
dvojnasobné) a po 24 hod. je jiz opét pod normélem vychozi hodnoty. Lucas
(1954) konstatuje, ze u kurat doslo po ozatfeni k jednordzovému poklesu hladiny
bilych krvinek s restituci poc¢inaje 15. dnem.

V pracich skupiny domaécich autorti, jejichz hlavnim zajmem bylo sledovani
vlivu hemoplastik a oxytetracyklinu na postiradiaéni zmény v krvi mladych

*) Ve zkraceném znéni predneseno na Biofyzikalni konferenci 4.—7. 5. 1965
v Brné.
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I. Primérné hodnoty poc¢tu leukocytt u slepic a kohoutll po ozareni paprski X

Pocet
Expozice v r pfed ozafenim 1. den 3. den 5. den

%] + ] o o ] == o] =
600 26.725 2990 13.695 | 5.138 10.225 5518 7.805 2783
K 23.960 | 3.780 23.470 | 2325 24.620 1711

800 26.185 1784 9.614 | 2.831 5.187 1914 - —

K 28.060 | 1.834 25.230 790

1000 25.280 737,6| 10.728 | 5.716 2.612 817 2.675 591
K 27.450 | 1.705 25.960 770 26.180 1464
1200 24.545 795,1| 14,538 | 4,739 3,333 | 1.108 2.431 636
K 23.960 | 691,3 23.600 917 25.060 1104
1400 26.100 1240 17.050 | 5.643 3.481 971 1.712 347
K 28.750 | 2.391 26.710 4115 27.580 | 4598
1600 27.535 4296 15.337 | 6.358 - - 1.420 152
K 23.990 | 5.696 23.360 6019
1800 27.300 1193 23.550 | 14.280 3.030 471 1.810 562
K 19.490 | 4.170 25.260 1523 23.940 1145
2000 24.411 1870 — — 2.160 1115 1.550 448
K 26.380 900 23.790 2110

kufat, se objevuje mimo dosud popsany pokles leukocytd v prvnim tydnu jesté
druhy pokles v celkovém poétu bilych krvinek. Surynek aj. (1960) tento
pokles popsali po jednoradzové davce 500 r ve 20. dnu, Dressler aj. (1960,
1962) po celkové davce 460 r (p#iliv 14 r/hod.). ve 30. dnu; Mach aj.
(1962) tento zjev uvadéji 25. dnem po dennim ozarovani malymi davkami (1 r).

METODIKA

K vlastnimu pozorovani bylo vybrano 80 kust dospélych kohoutii a slepic
plemene New Hampshire, stafi 8 —12 mésici. Ptaci byli rozdéleni do skupin po
10 kusech pfi stejném zastoupeni pohlavi a jejich ozafovani provadéno rtg-pti-
strojem pii 175 kV, 15 mA, filtraci 1,0 Ala 0,5 Cu, OK 55 cm; v téchto podmin-
kach bylo dosazeno 40 r/min. na stfed pole (20 X 20 cm) s tGbytkem 35 % na
okraji. Davka byla rovnéz méfena na parafinovém fantomu ve vysi stfedu téla
zvifete dosimetrem Victoreen bez zjisténych rozdild proti méfeni na vzduchu.
Ozatovédno bylo v davkach 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 a 2000 r.
V podminkach pokusu byla stanovena LDso = 1265 r pfi LDh = 1427 r
aLDd = 1113 r.

VYSLEDKY

Sledované hodnoty celkového poctu bilych krvinek jsou shrnuty do grafa,
jejichz prabéh odpovida stoupajicim d4dvkam jonizujiciho zafeni (tab. I a II,
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bilych krvinek

7. den 9. den 14. den 21. den 28. den
1] + %) =+ %] + ] =+ ] ‘ o o
6.535 | 2520 7.025 1502 13.185 | 3600 17.085 | 4643 | 19.805 | 3263
23.400 | 3135 23.890 | 3030 24.750 | 2723 23.270 | 2759 23.970 1942
6.458 | 2485 6.114 | 2522 7.792 | 2526 11.317 | 3764 16.541 4166
27.450 1705 25.960 770 24.720 442 24.430 | 931 27.690 1602
2.807 459 3.957 986 9.000 | 2920 13.428 | 3133 16.541 4166
24.940 530 25.200 355 24.640 726 24.940 | 4373 27.690 1602
3.637 | 2392 3.264 961 10.572 | 3800 17.157 | 6131 16.617 | 3528
24.940 | 4373 27.690 1602 26.900 | 2846 25.890 | 4588 26.080 1580
3.775 552 2.657 602 6.783 1101 16.616 | 2480 17.758 | 3214
23.990 | 5695 23.450 | 4641 25.320 | 2436 27.100 | 4296
1.325 287 3.500 1055 8.575 749 14.325 | 2080 13.012 | 2130
17.260 | 3528 25.320 | 2436 27.100 | 4296 24.800 | 2290 23.790 | 2120
1.000
24.050 1970
II. Percentudlni vyjadieni poctu bilych krvinek u ozarené drubeze
Percentuilni vyjadreni poétu bilych krvinek
Expozice
vr pred 1. 3 5. el 9. 14. 21. 28.
ozar. den den den den den den den den
600 100 51,3 38,3 29,2 24,5 26,3 49,4 64,0 74,2
800 100 36,8 19,8 — 24,7 23,8 29,8 43,3 63,4
1000 100 42,5 10,3 10,6 11,1 15,7 35,7 53,2 65,6
1200 100 59,4 13,6 9,9 14,6 13,3 43,1 70,0 67,8
1400 100 65,3 | 13,3 65 | 1455 | 10,1 | 259 | 63,7 | 68,0
1600 100 55,7 — 5,1 4,8 127 31,4 52,0 47,0
1800 100 86,3 11,1 6,6 3,6
2000 100 — 8,8 6,4

VETERINARNI MEDICINA

- 1965

665



grafy 1, 2, 3). Obecné je ziejmé, ze kritickd obdobi, tedy nejhlubsi leukopenie,
se vyskytovala 3.—7. den po ozdfeni. Pofinaje 9. dnem dochazelo k restauraci,
jejiz Groveinl trvale stoupala az do 28. dne pozorovéni.
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Zvlast zajimava je odezva bilych krvinek na stoupajici davky jonizujiciho
zafeni ze dvou hledisek: jednak z hlediska nejhlubsi leukopenie a jednak s ohle-
dem na stupefi reparace 28. den po ozédfeni. Pokud jde o stupeni loukopenie, bylo

. mozno konstatovat, ze pomérna cdezva
5 cdoovidala velikosti expozice az do
o davky 1200—1400 r. Pcéinaje ddvkou

% \\\ 600 r, kdy doslo k poklesu bilych krvi-
% \ Q nek na 25 % vychozi hednoty, stupen

\ leukcpenie stdle klesal. Az ve zminéné
davce 1200—1400 r bylo dosazeno vy-

22 “la

100 . o . sz 2
A\ ' 100r 2000 rovnanosti na hranici pohybujici se
18 50
%1 80 (graf 4).

\\
! mezi 5—10%  vychozi  hodnoty
|
]

Restaurace stavu bilych krvinek

I 28. den je uvedena na témze grafu, ze

i kterého vyplyva, ze c¢d 600 do 1200 r

i se stupefi obnovy pchybuje mezi 60—

80 9%. Pcéinaje davkou 1400 r dochazi

k prudkému poklesu, v pfipadé davky

1600 r na méné nez 50 % a kcneéné

u davek 1800—2000 r je mozno pova-

7ovat stupefl regenerace za nulovy

vzhledem k tomu, Ze vSichni pokusni
oy Diaci do 14 dni uhynuli.
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Grafl 1—3. Zmé'ny qelkového poctu t?il.j{ch V souhlase s Lucasem (1957)
}ég‘lc?zil:uéﬁzfof,e;lﬁg}eg?plSky X a jejich jeme mohli konstatovat, ze po jednora-
O O pramérny poéet bilych krvinek ~ zovém czafeni dochdzi az do 28. dne
@® —® procento bilych krvinek pozorovani i k jednordzovému poklesu

bilych krvinek s nastupem restituce ko-
lem 14. dne. Jde o nélezy rozdilné od fady naSich autort (Surynek aj.,
1950; Dressler aj., 1960, 1962), ktefi shledali, ze odezva bilé slozky krev-
niho obrazu probihd dvoufdzové (pcdobné jako u saved) s druhou slabsi leu-
kepenii mezi 20.—30. dnem po ozdfeni. Tento zjev mohli potvrdit i Mach aj.
(1962), ktefi zjistili druhou leukopenii i u skupiny kufat po opakovaném oza-
fovani 1 r denné v prabéhu 25 dnfi.

Zavislost stupné leukopenické odezvy na zvySujici se ddavce byla prokazara
nejen v tomto souboru slepic ozafovanych ptilivem 40 r/min., nybrz i ve druhém
souboru, ktery byl ozatfovan ptilivem 20 r/min. (graf 5). Priibéh hodnot vyima
davku 900 r, ktera byla mimochodem dvakrat opakovéna, je prakticky totozny
pro oba soubory.

O stupni rekonvalescence v zdvislosti na dévce zareni jsme nemohli zjistit
zadné literdrni adaje. Nutno v8ak poznamenat, ze Lucas (1957) pfipousti
rychlej§i rekonvalescenci u mladsich ptak nez u snasejicich slepic. V podmin-
kach popsaného pokusu bvlo zajimavym zji§ténim, Ze i stupen rekonvalescence
byl zavisly na stupni celkové expozice. Dédvka LDso byla jakousi hranici, pti
které bilé krvinky byly jesté schopny se vyrovnat s poSkozenim do 60—80 %
28. dne po ozareni. Priblizné LDso je pravé kritickou hranici zlemu restitu¢ni
schoonosti creanismu, kterd se projevila mimo jiné i na kfivce hynuti ozafova-

nych ptdkd (Prochdazka, Hampl, 1965).
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Graf 5. Stupen ieukopenické odezvy po
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Graf 4. Stupen leukopenické odezvy a ptiliv 20 r/min.

restituce leukocytu v zavislosti na expo- priliv 40 r/min.

zici paprsky X ¥iliv 20 r/mi
® ® stupen restituce leukocyta O —QO priliv r/min.
O——0O stupen leukopenické odezvy @ ——@ priliv 40 r'min.
SOUHRN

Byla provedena srovnavaci studie odezvy bilych krvinek u souboru pokus-
nych kohoutt a slepic, u kterych bylo ve skupinach po 10 kusech provadéno
ozafovani stoupajicimi davkami jonizujiciho zafeni v rozsahu 600—2000 r rtg-
pfistrojem za téchto technickych podminek: 175 kV, 15 mA, OK 55 cm, pfiliv
40 r/min., homogenita pole 20 X 20 cm — 35 % na jeho okraji.

Na zakladé tohoto sledovani bylo mozno konstatovat:

a) Stupenl jednordzové leukopenické odezvy je odvisly od davky jonizuji-
citho zéfeni az ptiblizné k hranici LDso. Poéinaje davkou 1400 r se jeji mira
pohybuje mezi 5—10 % a dale jiz neklesa.

b) Stupen rekonvalescence rovnéz harmonuje s pfisl. stoupajicimi davkami
jonizujiciho zafeni, a to v tom smyslu, Ze od 600 r do pfiblizné LDso dosahuje
28. den 60—80 % piivodni trovné bilych krvinek, zatimco davka 1400 r je
hranici prudkého poklesu a# k nulové hodnoté pfi 100% hynuti v davkach 1800
a 2000 r.

Doslo dne 26. 4. 1965

Technicka spoluprace M. Dolna.
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Hamenenne uncaa Gesbix KPOBSIHBIX Tejell Y Kyp Mocje AeHCTBHS MOBBILAIOWIEroCs
ob6ayyenus ayyamu X

Brio nposesneno cpaBuHTe/bHOE H3yYeHHe pPeaKUHH GeablX KPOBSHBIX Te€~ell y TpyMMbl
NOAONLITHBIX TeTYXOB M Kyp, KOTOpHIX rpynnaMu no 10 oco6eil o6ayyany MOBBIIAIOMIHMHCS
103aMH HOHH3HpYlollero obayuelns B oobeme 600—2000 peHTreHOBCKEM anmnapaToM INpH cJje-
AYIOUHX TeXHHueckHX ycaoBuax: 175 kB, 15 MA, OK 55 cM, MouiHocth 103kl 40 MM/MHH.,
romorenHTock nobst 20 X 20 cm — 35 9% Ha ero okpauHax.

Ha ocnoBanuu rnpoBeeHHOTO H3yueHHS MOXKHO KOHCTAaTHPOBATh:

a) Crenenb 0HOPA30BOii JIEHKONEHHYECKONH peaKIHH 3aBHCHT OT A03bl HOHH3HPYIOIEro
oG iyuenust npuMepio o rpanuiuel LDso. Haunnas ¢ noswsr 1400 ux npezmen KoneGeTcst MeXAy
5u 10 % u npanee y:Ke He majgaer.

6)! Ctenenb peKOHBAJECIUEHIIHH TaK#e rapMOHHPYET ¢ COOTBETCTBEHHbIMH NMOBBIIAIOUIH~-
MHCSl 703aMH HOHH3Hpyloulero o6JyueHHsi, B YACTHOCTH B TOM cmbicae, uto ot 670 r no
npuGansureasio LDso pocruraior na 28 menb 60—80 % nepBoHauasbHOro ypoBHS GeJbIX
KpOBSIHBIX TeJsiell, B To Bpemsi Kak no3a 1400 r sisasietcsl npejiesioM peskoro NajeHHsi BIJIOTh
10 Hysaeoro snauenus npu 100 % ruGean B poszax 1800 u 2000 r.

Changes of White Blood Cell Count in Domestic Fowl (Gallus domesticus)
following the Influence of an Increasing Dose of X-Rays

A comparative study of the response of white blood cells in a set of experi-
mental cocks and hens was carried oul. The animals were irradiated in groups
per 10 head each with increasing doses of ionizing radiation in the range ol 600—
2000 r using a rtg-device under the following technical conditions: 175 kV 15 mA,
OK 55 cm, dose vate 40 r/min, homogenity of the [ield 20X20 em — 35 ", on its
margin.

These observations enabled revealing the [ollowing [acts:

a) The degree of a single leucopenic response depends on the dose of ionizing
radiation approximately up to the limit of LDsu. Beginning with the dose 1400r its
rate varies between 5—10 9, and does not fall any more.

b) The degree of convalescence is also in harmony with appertaining increasing
doses of ionizing radiation; from 600 r up to approximately LDso it reaches on the
28th day 60—809, of the original level of the white blood cells whereas the dose
of 1400 r represents the limit of a strong decrease as low as to zero value and of
following decay by 100 9, when doses of 1800 and 2000 r are applied.

Anderungen der Leukozytenzahl beim Haushuhn nach der Einwirkung von
steigender Exposition der X-Strahlen

Eine Vergleichsstudie der Leukozytenreaktion bei einer Versuchsgruppe von
Hihnen und Hennen, bei denen man in Gruppen von 10 Stiick die Bestrahlung mit
steigenden Dosen ionisierender Strahlung in cinem Umfang von 600—2000 r mittels
Roentgengeridt vorgenommen hatte, wurde durchgefiihrt, u. zw. bei folgenden tech-
nischen Bedingungen: 175 kV, 15 mA, OK 55 em, Zufluf 40 r/min, Homogenitit
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des Feldes 20X20 ¢m — 35", auf dessen Rand. Auf Grund dieser Beobachtung
konnte folgendes festgestellt werden:

a) Der Grad der einmaligen leukopenischen Reaktion ist von der Dosis der
ionisierenden Strahlung bis zu einer Grenze von annidhernd LDso abhingig. Be-
ginnend mit der Dosis von 1460 r bewegt sich ihre Menge zwischen 5—10°), und
senkt sich weiter nicht.

b) Der Grad der Rekonvaleszens steht ebenfalls im Einklang mit entsprechen-
den Dosen der ionisierenden Strahlung, u. zw. in dem Sinne, dal derselbe von 600 r
bis zu cca LDs am 28. Tag 60—80", des urspriinglichen Leukozyten-Niveaus er-
reicht, wogegen die Dosis von 1400 r die Grenze der schroffen Senkung bis zum
Nullwert bei 160°,igem Absterben bei Dosen von 1800 und 2000 r darstellt.

MVDr. Zdenék Prochazka CSc.
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno-Medlanky
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ZICHA B. Vliv zafeni na aktivitu nékterych
dehydrogenaz v jaternich homogenatech
a mitochondriich krys

B Obecny vyklad postupného rozvoje metabolické poruchy v ozafeném orga-
nismu predpokldadd, Ze podateéni, analyticky nezjistitelnd chemickd zména, je
metabolickou éinnosti buriky zesilena a? k zfejmému funkénimu a morfologic-
kému poskozeni. Funkci tohoto ,zesilovade“ predstavuji enzymaticky Ffizené
reakce. Tyto okolnosti daly vznik celé fadé teorii o specifickém poskozeni diskrét-
niho enzymatického celku, na jehoz zdkladé by byl umoznén teoreticky vyklad
primarni poruchy v ozdfeném organismu. Ale jiz jednoduché kvantitativni hod-
noceni ukazuje, ze tento vyklad primarniho mechanismu jonizujiciho zafeni neni
realny (1). Uvazujme strukturdlné nezavislé, tj. v bunééné protoplasmé volné
rozpustné enzymy. P¥i primérné molekulové vdze 10° é&ini velikost molekuly
10° em?®, davka 1000 r vytvafi v témze objemu 10'° ionizaci. To znameni, ze
pravdépodobnost zasazeni enzymatické molekuly je 1:10 000. Pfimé poskozeni
makromolekuly enzymu i pfi letdlnich davkach in vivo neni proto pravdépo-
dobné a pokusy to také potvrdily.

LITERARNI PREHLED

Pocet experimentt sledujicich vliv zadfeni na enzymatické systémy in vivo

nebo in vitro je dnes jiz prakticky nepfehledny. Pavodné byly sledovany pte-
vazné katabolické reakce a teprve v posiednich letech se sleduji anabolické, me-
todicky narocnéjsi reakce v ozafeném organismu. Vliv zafeni na aktivitu fady
enzymi v séru nebo v orgdnech nepfines! Zzadné zdvazné osvétleni primérni
poruchy jonizujiciho zafeni. Pfikladem uvadime stanoveni enzymatické aktivity
fady enzymu: SGOT*) (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9), SGPT (6, 8), LDH (2, 10),
MDH (2, 9, 10, 11), aldolaza (2, 6, 10, 12, 13, 14), myokindza (2), hexo-
kindza (2, 14), enoldza (2), pyruvat kindza (2), GDH (2, 10, 15), kreatin
kindza (2), alfa-glycerofosfat dehydrogendza (2), fosfoglycerat kindza (2, 10),
GAPDH (2, 10), glukézo-6-fosfatdaza (16, 17) glukdzo-6-fosfat dehydrogenaza
(10, 17, 18, 19), TIS (10), dehydrogenaza kyseliny jantarové (10, 20), oxy-
déaza kyseliny jantarové (10, 21, 22), ATP-aza (23, 24, 25), ADH (26), 6-
fosfo-glukonat dehydrogenaza (17), fosfohexoisomerdza (17), fostoglukomutiza
iT)ivysvétlivky jednotlivych zkratek uvedenych v textu.
ADH = dehydrogenaza alkoholu, DPN (DPN+) = diphosphopyridinnukleotid (ni-
kotin-amid-adenin-dinukleotid), DPNI = redukovany DPN, FAD = flavin-adenin-
-dinukleotid, GAPDH = fosfoglyceraldehyd dehydrogenaza, GDH = dehydrogenaza
kyseliny glutamové, LDH = dehydrogendaza kyseliny mlééné, MDH = dehydrogena-
za kyseliny jable¢né, TTC = {rifenyltetrazolium chlorid.
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(17), katalaza (27), RNK-aza (28, 29), 5-nukleotiddza (23), cholinesterdaza
(24, 25), DNK-aza (30, 31), cytochrom oxydaza (32), koenzym A (13).

Zhodnotime-li vliv zafeni na enzymatické systémy in vivo, lze fici, Ze po
ozafeni je pozorovdno kratkodobé zvySeni obou transamindz, aldoldzy, dehydro-
gendzy kyseliny mlééné a i nékterych jinych protoplasmatickych enzymatickych
systémi. Toto zvySeni lze pfifisti na vrub destrukénim procesim radiosenzitiv-
nich tkani hlavné lymfocytd a bunék Lieberkiithnovych krypt a je nespecifickym
a_obecnym vyrazem eliminace poskozenych bunék.

Jiny aspekt primérni chemické reakce predstavuje poskozeni organizovanych
enzymatickych systémi. Organizované bunécné -elementy, jako mitochondrie
a mikrosomy, maji vét§i pravdépodobnost, ze budou rlmarne zasazeny jonizu-
jicim zafenim. Objem mitochondridlni ¢astice ¢ini 107*® cm?, a p¥i 10" jonizaci
v 1 em® pti davce 1000 r, je pravdépodobnost zdsahu mltochondriélni castice
velmi vysoka. Jestlize tato castice obsahuje strukturdlné véazany fetéz enzymd,
muze jiz poSkozeni jedncho enzymu v fetézci vyvolat funkéni poruchu celé mi-
tochondrialni partikule. U mikrosomi, velikych cca 200 A je pravdépodcbnost
zdsahu 1 : 250. Z tohoto hlediska by byly mikrosomy méné citlivé vuéi ozareni.
Ovsem nalezy poslednich let (33, 34) ukazuji, Ze efektivni jednotkou syntézy
bilkovin jsou polysomy, tj. agregaty mikrosomi spojenych pomoci messenger
RNK, a tim jsou ddna nova.hlediska na moZnou inhibici enzymi po ozafeni.
Anabolické reakce jsou sledovany hlavné v izolovanych strukturach, jako v jadre,
v jadérku a v mikrosomech, a v poslednich letech je zjiStovdna radiosenzitivita
téchto reakci. Modelové experimenty na regenerujicich jatrech ukazaly, Ze v syn-
chronnim stavu déleni je radiosenzitivni pfedeviim induktivni syntéza enzymd,
umoziujicich dal§i tvorbu DNK, dale fosforylace a syntéza prekursorti nukleo-
vych kyselin. Vzhledem k naroéné metodice a nedostate¢né objasnénym fyziolo-
gickym funkcim téchto bunéénych souéasti, neni vliv zafeni na tyto systémy
prakticky zndm.

Vétsina praci, sledujicich vliv zdfeni na enzymatickou aktivitu in vitro
nebo in vivo, je proto provedena s protoplasmatickymi, tj. volnymi, a mitochon-
dridlnimi, tj. strukturdlné vdzanymi enzymy. Velmi zajimava z tohoto hlediska
je moznost ovlivnéni dehydrogendz v ozafeném organismu. Dehydrogenace pro-
biha v organismu pfes intermediit radikalové povahy. Otazka ovlivnéni de-
hydrogenaz po ozéafeni neni rozfe§ena a experimentdlni nalezy jsou protichtidné.
Kvétina a Grossman (35) zjistili dtlum dehydrogendzy kyseliny jan-
tarové v homogenatu jater krys po celotélovém ozifeni. Ledencev (36)
pozoroval sniZeni dehydrogendzy kyseliny glutamové 7. den po ozafeni Ryser
a spol. (37) nezjistili zmény v aktivité dehydrogenazy kyseliny jantarové. Po-
vazovali jsme proto za vhodné sledovat dehydrogendzovou kapacitu ozatenych
jater v fasovych intervalech po ozafeni v jaternich homogenétech a mitochondri-
ich, na endogennim substratu, jednak na fadé exogenich substritid, které by
favorizovaly dany enzym.

Elektronovy pfenos v organismu je umoznén enzymatickym systémem
aerobnich a anaerobnich dehydrogenidz a oxydaz. Pfi zna¢ném poctu znadmych
enzymu je podstatné omezena skupina koenzymi, kterou muzeme zahrnouti do
skupiny pyridin nukleotidd, flavin nukleotidi a Fe porfyrinti. Vhodnou metodou
pro sledovdni biologické dehydrogenace je Thunbergova metoda pro stanoveni
anaerobnich dehydrogendz, kterd dopliiuje Warburgovu manometrickou metodu
pro stanoveni oxydédz a aerobnich dehydrogendz. V poslednich letech zavedenim
vhodnych akceptorii vodiku, které nejsou autooxydabilni a jejichz redukovana
forma je zbarvena, se neobycejné roz$itila moznost sledovani dehydrogenaz (38,
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39, 40, 41, 42, 43). Pfi Thunbergové technice sledujeme dehydrogenacni akti-
vitu za pomoci vhodnych akceptori vodiku, které béhem reakce vytvareji pro-
dukty s charakteristickym absorpénim maximem. Rychlost tvorby produktu pak
umoziuje sledovat kinetiku dané reakce. Aby mohl enzym katalyzovat pfenos
vodiku ze substratu na akceptor (barvivo), musi mit akceptor vy$§i redox po-
tencial nez donator. Organickd redox barviva at jiz reverzibilni nebo irreverzi-
bilni zasahuji v ur€itych mistech respiraéniho fetézce. Pfesna lokalizace téchto
mist neni zndma. Umisténi redox barviva jako akceptoru vodiku v respiraénim
fetézci se uvadi podle schematu: ‘

umély akceptor (barvivo)
jantaran

1\
S.H, - DPN — FAD — cyt. b — cyt.c — cyt. a — cyt.a; — O,
|

(diaforaza)

umély akceptor (barvivo)

Prosetfili jsme proto vliv jonizujiciho zafeni na aktivitu dehydrogendzové
kapacity jaternich homogendti a mitochondrii, pfipravenych z jater krys ozare-
nych celotélovou davkou 800 r Co®.

MATERIAL A METODIKA

K pokusim jsme pouzili bilé krysy Wistar, saméiho pohlavi. Zvifata byla
ustdjena za standardnich podminek v draténych klecich, vidy po 20 kusech.
Byla pravidelné jednou denné krmena Larsenovou dietou, voda ze sklenénych
napéjecéek ad libitum. K pokusiim byla vybirdna zvitata ve vaze 170 az 190 g.
Pred zabitim zvifata 16 hodin hladovéla, voda ad libitum. Technické é)od.minky
ozateni: Ozafovani bylo provadéno na vlastnim ozafovacim zdroji Co® s ptili-
vem 2,5 r za minutu (vzdu$ni davka proméfena na Victoreen Standardu) celo-
télovou davkou 800 r.

PREPARACE MITOCHONDRII Z KRYSICH JATER

Bezprostfedné po zabiti se vyjmou jatra a vychladi v ledovém roztoku
0,25 M sacharézy. Jatra se homogenizuji v celosklenéném homogenizitoru
(vhodnéjsi je volnéjsi pist) v zfedéni 1:10. Izolaéni medium: 0,25 sacharéza +
+ 0,001 EDTA + 0,02 TRA pH 7,4. Izolace byla provedena v chlazené odstte-
divce KS Junior Christ. Béhem izola¢niho postupu teplota neptekrocila 3° C.

Izolaé¢ni postup:

I. 700 g (1200 oté¢/min), 10 minut, sediment se zahodi.
IT. 5000 g (2200 oté¢/min), rychlostni nastavec, dvakrat 15 min., supernatant
se zahodi.
III. Sediment se resuspenduje a odst¥edi p¥i 20 000 g (4800 oté¢/min. rychlostni
nastavec) 15 minut.
Cistota preparatu byla kontrolovana pod fazovym kontrastem.
Izolovana mitochondridlni suspenze byvla standardizovdna podle obsahu bil-
kovin.
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STANOVENI BILKOVIN BIURETOVYM REAGENS V MITOCHONDRIICH

Potfeby: Biuretovo reagens (1,5 g CuSOs;.5 H20 + 6,0 g NaKC4H30s.
.4 H,0 se rozpusti v 500 ml vody, pak se smichd s 300 ml 10 % NaOH a do-
plni na 1 litr roztoku), aceton: butanol 2:1, Tween 80. Provedeni reakce:
0,5 ml Tween 80 + 0,5 mitochondridlni suspenze + 0,5 ml pufrované sacha-
rozy + 8,0 ml biuretova reagens. Systém byl ponechdn 20 minut pfi teploté
mistnosti, pak se pfidaly 4 ml smési butanol : aceton a proméfila absorpce pfi
540 mu (spektrofotometr Zeiss VSU 1, flintové prizma, 1356 dilkd monochro-
matoru); koncentrace mitochondrii byla pak vyjadfena v mg bilkoviny standard-
niho vzorku hovéziho albuminu.

STANOVENI DEHYDROGENAZOVE AKTIVITY JATERNICH HOMOGENATU
A MITOCHONDRII REDUKCI TRIPHENYLTETRAZOLIUM HCI (TTC)

Enzymatickou dehydrogenaci se redukuje TTC na nerozpustny cerveny for-
mazan, kterj lze kvantitativné po rozpusténi v organickych rozpustidlech spektro-
fotometricky stanovit.

Potieby: 1% vodni roztok TTC, inkubaéni medium (2 dily KH;PO4
2,11 %, 100 dila NaCl 1,7 %, 8 dila KCl 1,15 %, 6 dila CaCl, 1.22 %
2 dily MgSO4 . 7 H;0 3,82 %, 6 dila NaHCO3 1,36 %, 6 dila smési N2;HPOs.
.2 H20 1,75 % a NaH;PO,.H:0 1,38 % v poméru 1:4), 0,1 M kyselira
mlééna (jantarova, alfa-glycerofosforeéna, glutamova, alla-ketoglutarova a pyro-
hroznova upravené vidy na pH 7,6).

Provedeni: Jatra byla homogenizovidna v celosklenéném pistovém ho-
mogenizatoru v fedéni 1:12 inkuba¢énim mediem. Dehydrogendzova aktivita
byla stanovena jednak na endogennim substrdtu, jednak se substradtem kyseliny
jantarové, ketoglutarové, mlééné, pyrohroznové, glutamové a glycerofosforecné.
Méfici systém: 1,0 homogenatu, 1,0 ml bidest H20, 0,5 ml izolaéniho media
(nebo 0,5 ml substratu), 0,5 ml TTC. Systém byl temperovdn na inaktivaéni
lazni pfi 37° C 15 minut, reakce byla zastavena pfidanim 5,0 ml redestilovaného
butanolu, vyredukovany formazan byl extrahovan do butanolové faze, odstfedén
a proméfen na spektrofotometru Zeiss VSU 1, kyveta 10 mn, flintové prizma,
483 mu tj. 1422 dilkd monochrométoru.

Stanoveni dehydrogendzové aktivity v mitochon-
driich. Provedeni bylo obdobné jako v homogenatech. Méfici systém: 1,0 ml
mitochondridlni suspenze, 1,0 ml substratu, 1,0 ml TTC. Systém byl temperovan
pti 37° C. 30 az 60 minut, reakce byla zastavena ptiddnim 5,0 ml redestilova-
ného butanolu a proméfena stejnym zplsobem jako v homogenétech. Koncentrace
mitochondrii byla stanovena s biuretovym reagens.

Statistické hodnoceni vysledki bylo provedeno t-testem.

VYSLEDEK A ZHODNOCENI

V prvni &asti prace jsme stanovili dehydrogenaéni aktivitu jaterniho homo-
genatu jednak bez pfidani substratu (endogenni substrat), jednak v homogena-
tech obohacenych exogennimi substraty do finalni koncentrace 0,1 M. Kalibraéni
k¥ivka ma linedrni pribéh do koncentrace 200 ug, jak je patrno z grafu 1. Hod-
notu aktivity dehydrogendz jsme vyjadiovali v ug TTC/1 hed./1 g vlhké tkané

Redukce TTC jaternim homogenatem je zna¢né zavisld na pritomnosti jed-
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notlivjch exogennich substrati. Z pouzitych substrdti méa nejvyssi redukéni
mohutnost kyselina jantarovd a pyrohroznova. Ostatni zkouSené substrity, a to
kyselina alfa-ketoglutarov4, mlécnd, glutamova a alfa-glycerofosfit vesmés sni-
zovaly redukci TTC oproti endogennimu substratu. Aktivita dehydrogenaz v nor-
mélnim jaternim homogenatu v riznych substratech je uvedena na grafu 2.
Aktivita na endogennim substratu neodpovidd ovSem skuteéné in vivo, protoZe
homogenizace porusi faktor strukturdlni uspofddanosti. Koncentrace substratu

E
,ugTTC
10
5000 r
95
1
n 100 ug TTC J P E M G K Gl

Graf 1. Kalibra¢ni krivka formazanu po
redukci TTC

Graf 2. Vliv substratu na redukci TTC
v jaternim homogenatu normalnich krys.

Vodny roztok TTC byl redukovan di- J = Kkyselina jantarova, P = kyselina
thioni¢itanem sodnym, srazenina vznik- pyrohroznova, E = endogenni substrat,
lého formazanu byla rozpu$téna v n-bu- M = kyselina mlé¢énd, G = kyselina «-
tanolu a barevna intenzita vzniklého roz- glycerofosforetna, Kg = kyselina a-keto-
toku byla promérena pri 483 nm, kyveta glutarova, Gl = kyselina glutamova.

1 cm, spektrofotometr Zeiss VSU 1

je zde omezena a uplatni se soutézivost jednotlivych redox dvojic substratu pfi
vyuzivani koenzymi a TTC jako akceptoru vediku. Zda se, Ze pomér
DPN+/DPNH je pro vSechny metabolity v homogenatu stejny a Ze jej dvojice
DPN zavislych substrdatti vyuzivaji zcela podle thermodynamickych zdkond da-
nych rovnovaznymi kenstantami. Svédéi pro to pozerovdni Hohorsta (44).
Redukce TTC se proto musi zastavit, i kdyz nejsou dondtory vodiku vycerpany,
a to tak, jak to odpovida jejich rovnovainym konstantdm. Uvedme ptikladem
rovnovazny stav kyseliny mlééné/kyseliny pyrohroznové, ktery je dan rovnici:

CH3CHOHCOOH + DPN* = CH3COCOOH + DPNH + H*

Vyjdeme-li z termodynamickych dvah homogenniho systému, pak lze rovno-
vaznou konstantu vypoéisti z podminky rovnosti potencidld obou redoxd. Je-li
E’v = — 0,180 V redox potencial mlééna/pyrohroznova a — 0,320 V redox po-
tencial DPNH/DPN*, je v rovnovadzném stavu splnéna podminka rovnosti poten-
cialu a plati:

RT [mlééna] . [DPNT]

e 1 = B
nF " [ pyrohrozncva] . [DPNH] 0,320 — 0,180
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z ¢ehoz vychazi hodnota konstanty K = 6,76 . 10°. Rovnovéha je tedy posunuta
prakticky zcela do leva a reakce probihd ve prospéch tvorby kyseliny mlécné.
V jatrech ¢ini pomér kyseliny mlééné k pyrohroznové 20:1 a podle toho by
také v jatrech prevlddala oxydovana forma pyridin nukleotidd.

V ptipadé, Ze obohatime homogenat kyselinou mléénou, je automaticky do-
sazeno rovnovazného stavu a bude proto brzdéna oscilace DPN+/DPNH. Lze
tedy ofekdvat snizenou formu formazanu, coz také experiment potvrzuje. Prida-
nim kyseliny pyrohroznové je reakce posunuta doprava, proto nastava intenzivni
oscilace DPN*/DPNH, aby bylo dosazeno rovnovazného stavu. Skute¢né také
pfiddnim kyseliny pyrohroznové se zvy3uje redukce TTC. Podobné jako kyselina
mlééna snizuje redukei také «-glycerofosfat. Kyselina «-ketoglutarova a gluta-
mova rovnéz snizuji tvorbu TTC vzhledem k endogennimu substratu. Nadbytek
a-ketoglutarové nemtize podpofit tvorbu formazant, protoze preména na kyselinu
jantarovou se déje cestou oxydaéni dekarboxylace a podobnd je metabolisace
kyseliny glutamové, kterd pres imino-derivat vytvari kyselinu e-ketoglutarovou.

A TIC PYROHROZNOVA JANTAROVA
N
5000 | ] - 5000
K 0 12 2% 48 72 K 0 12 2% 4872
MLECNA GLYCEROFOSFORE;
1000 - T M- -~ CNA 41000
K 0 12 2k 48 72 K _0 12 2448 72
KE TOGLUTAROVA GLUTAMOVA
500 i H 4250
1.1 IR | \ ‘ ‘ I
K_0 12 2 48 72 K 0 12 2% 48 72
ENDOGENI
B mmEm <005
2000 H H ﬂ
K 0 122448 72

Graf 3. Vliv jonizujiciho zareni na redukei tetrazoliovych
soli katalyzovanou jaternim homogenatem Kkrys ozarenych
. celotélovou davkou 800 r

Vliv jonizujiciho zafeni na dehydrogenaéni aktivitu jaterniho homogenatu
krys ozafenych celotélovou davkou 800 r Co® je uveden na grafu 3. V sledova-
nych intervalech po ozafeni se neméni signifikantné tvorba formazanu na endo-
gennim substratu. Podobné nenastava signifikantni pokles aktivity dehydroge-
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nazy kyseliny jantarové, i kdyZz je pozorovan zfejmy trend k sniZeni 12 hodin
po ozéfeni. Signifikantni zména naproti tomu byla zjisténa u vSech dehydrogenaz
vyzadujicich koenzym I, a to s maximalnim snizenim 12 hodin po celotélovém
ozateni. Nejvyraznéj§i je tato zména na substratu kyseliny a-ketoglutarové, dale
pak glutamové, a-glycerofosforeéné, mlééné a pyrohroznové. Jiz v intervalu
24 hodin po ozafeni se zmény prakticky normalizuji. ProtoZe rozsah redukce
TTC v jaternim homogenitu na endogennim substrdtu neni po ozéfeni signi-
fikantné pozménén, nelze v uvedeném technickém uspofddani pokusu povazovat
pozorované snizeni za primé poskozeni enzymatické aktivity.

TTC
M9 Jantarova

10} M

Ketoglutarova
T
Or Graf 4. Vliv ionizujiciho
zareni na redukci tetra-
zoliovych soli katalyzo-
. K

vanou jaternimi mito-
«-Glycerofosforecnd chondriemi krys ozaie-

nych celotélovou dav-

kou 800 r
l Cerné sloupce jsou sta-
tisticky vyznamné zmé-

. 12 24 48 72h| ny P<0,01

V homogenatech, obchacenvch substrity vyzadujicich k dehydrogenaci py-
ridin nukleotidy, je ovSem pozerovan v intervalu 12 hedin po ozéfeni pokles
dehydrogenac¢ni aktivity. ProtoZe tvorba formazanu vyzaduje zde vy$si Gc¢innou
koncentraci pyridin nukleotidd, lze uvazovat, ze v ozafenych homogenatech do-
chazi k poklesu stacionarni koncentrace pyridin nukleotidi. Tato zména se ne-
projevi v poklesu redukce na endogennim substratu, kdy je koncentrace meta-
bolitd mald, a proto i niz§i koncentrace DPN staéi udrzet redukci tetrazoliovych
soli. Je-li pak homogenat obohacen substriatem, je zesilena oscilace DPN*/DPNH
a nedostatek tohoto koenzymu se projevi v snizeni redukce TTC. Ptidany exo-
genni substrat predstavuje tak vlastné zatéz, kdy homogendt musi mnohem inten-
zivnéji vyuzivat pyridin nukleotidy, a proto i relativni nedostatek, ktery staci
k udrzeni funkce na endogennim substratu, jiz nestaci pro zatézovy stav.

V dalsi ¢asti prace jsme sledovali vliv zdteni na dehydrogendzovou ak’thltu
mitochondrii, izolovanych z jater krys ozafenych celotélovou davkou 800 r Co®
Izolované mitochondrie v systému bez substratu neredukuji TTC a nevytvarep
pfirozené formazan ani po ptiddni endogenniho substratu kyseliny mlééné a glu-
tamové. Vliv ionizujiciho zafeni na redukci TTC je uveden na grafu 4. Obdobné
jako v homogenatu jater se neméni po ozareni aktivita dehydrogenazy kyseliny
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jantarové, vyjadfend na jednotkové mnozstvi bilkoviny v izolovanych mitochon-
driich. Signifikantni sniZeni jsme pozorovali 24 hodin po exposici v aktivité
dehydrogenazy kyseliny glutamové a «-glycerofosforeéné. Toto sniZeni se vesmés
72 hodin po ozafeni upravuje k normalnim hodnotam.

Shrneme-li pozorované zmény, lze uzavfit, ze v ozafenych jatrech dochazi
k dofasnému tdtlumu aktivity dehydrogenaz, vyzadujicich jako koenzym pyridin
nukleotidy. Pcdobnd zména je pozorovdana v mitochondridlni suspenzi 24 hodin
po ozateni. Protoze redukce TTC na endogennim substrdtu neni po ozateni zmé-
néna, nejde pravdépodobné o primé poskozeni enzymatické aktivity, ale spise
o poruchu koenzymu.

SOUHRN

Po celotélovém ozareni davkou 800 r Co® byla sledovdna dehydrogenaéni
aktivita pomoci redukce trifenyltetrazoliovych soli v homogenitu a v mitochon-
driich jater ozafenych krys.

Po ozéafeni se neméni dehydrogenaéni aktivita na endogennim substriatu a na
substratu kyseliny jantarové. Naproti tomu bylo pozorovano ptrechodné snizeni
aktivity u substratd, jejichz dehydrogenace vyzaduje pyridin nukleotidy.

Doslo dne 3. 5. 1965
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Buusinue Oﬁﬂy‘{elﬂlﬁ HAa AKTHBHOCTL HEKOTOpPBLIX Aervaporeia3 B INMeYeHOUYHBIX
romoreHatax H MHTOXOHAPUAX KPbIC

[Tocae o6ayuenns Beero tena po30ii 800 r Cof0 nayuanace nernaporeHcIMCHHAST aKTVB-
HOCTb C NIOMOILLbIO peayKUHH TPHQEHHITeTpa3o /IHOBLIX coJieli B rOMOreHaTe H B MHTOXOHIAPHAX
neyeHH 06Jy4YeHHbIX KpbIC.

IMocae oGayuenust 1CrHAPOreHH3alHoHas AKTEBHOCTD 11€ MeHSIeTCsT Ha SHAPOreHHo 1 cy6-
crpate M Ha cyGeTpaTe siHTapHoit KHcaoTel, M naoGopor, nabai01a1cC> BpeMel HCe CHEXKeHHe
AaKTHBHOCTH y CyGCTPATOB, J€TrH/IPOreHH3allHs KOTOPLIX TpeGyer NHPHAHHA HYK..€OTHJIbL.

Influence of Radiation on the Activity of some Dehydrogenases in Liver
Homogenates and in Mitochondriae of Rats

Dehydrogenating activity was traced by mmeans of reduction of {riphenyltetra-
zolium salts in homogenate and in mitochondriae of liver of irradiated rats after
the whole-body irradiation at the dose 800 r Co%,

Dehydrogenating activity in the endogenous subsirate and in the amber acid
— substrate does not change after irradiation. On the contrary a transient decrease
of activity was observed in substrates requiring pyridine — nucleotides when de-
hydrogenated.

Einflul der Strahlung auf die Aktivitil einiger Dehydrogenasen in den
Leber-Homogenaten und Mitochondrien der Ratten

Nach einer Korperbestrahlung mit 800 r Co® verfolgte man die Dehydrierungs-
aktivitdat mittels der Reduktion von Triphenyl-tetrazol-Salzen im Homogenat und
in den Mitochondrien der Leber der bestrahlten Ratten.
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Nach der Bestrahlung tritt keine Anderung des endogenen Substrates und des
Substrates der Jantarsidure ein. Demgegeniiber bemerkte man eine voriibergehende
Herabsetzung der Aklivitdt bei Substraten, deren Dehydrierung Pyridin-Nukleotiden
erfordert.

MVDr. Blahoslav Zicha

Veterinarni vyzkumné stredisko,
Praha - Motol
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ZICHA B. Oxydaéni produkty nenasycenych mastnych

BENES J. kyselin v ozareném organismu

M Pii studiu ¢asnych biochemickych zmén, vznikajicich v ozafené tkani at jiz
bezprostredné béhem expozice nebo v intervalu tésné po ozafeni vystupuje do
popfedi problém vzniku peroxydovych latek a objasnéni jejich biologického
uéinku v organismu, o ¢emz svédéi mimo jiné i vydani 3 monografii v posled-
riich letech (1, 2, 3). Radikédly, vznikajici nepfimym wéinkem zafeni, mohou
za daného parcidlniho tlaku kysliku, jaky je v tkanich, vytvaret fadu organickych
peroxydi a hydroperoxydu. V této souvislosti jsou velmi zajimavé oxydacni pro-
dukty nenasycenych mastnych kyselin. Tyto kyseliny jak zndmo maji v fadé
pfipadi esencidlni charakter a ¢etné z nich jako kyselina linolovd a linolenova
fadime k vitaminim. Nenasycené mastné kyseliny jsou vdzané na fosfolipidy
soucasti vsech zivoéisnych membrén.

oxydaéni obranu, aby zabranil vzniku téchto oxydaénich produktd (4). Jonizu-
jici zafeni jako zdroj radikdla s oxydaénim udinkem muZe vytvédfet organické
hydroxyperoxydy nenasycenych mastnych kyselin. Dulezité je, Ze tyto oxydaéni
produkty mohou mit podle své chemické povahy fetézovy charakter, a tak mohou
zvySovat biologicky uéinek jonizujiciho zafeni. Pro vysvétleni mozného biolo-
gického u¢inku jonizujiciho zafeni je neméné dilezité, zZe ultrastruktury v buifice
jako jsou mitochondrie a ribosomy obsahuji znaény podil nenasycenych mast-
nych kyselin. Protoze hydroxyperoxydy téchto kyselin jsou rozpustnéj$i, mohou
tyto \zmény pfispivat k pozorovanym poruchdm permeability téchto struktur.
Tento smér je tim zajimavéjsi po zjisténi pfimych funkénich vlastnosti téchto
lipidi pro elektronovy transport v mitochondridlni partikule. Lipoidni micela
je tak pfimou jednotkou oxyda¢ni fosforylace, protoze predstavuje rozpustnou
fazi pro cytochrom ¢ a koenzym Q (5).

Analyticky dikaz existence peroxydi v analyticky zjistitelném mnozstvi je
doposud sporny, vzhledem ke kratkodobé existenci radikalt a snadné dekompen-
zaci peroxydi. Dosavadni vyzkum nardzi na radu potizi hlavné proto, ze ana-
lytika organickych peroxydu v biologickém materidlu neni dostateéné propraco-
vana. Stile se jesté bezpecné nevi, zda zdravé organismy obsahuji peroxydy,
nebo zda k peroxydaci nenasycenych mastnych kyselin dochdzi az béhem izo-
la¢niho postupu (6). V radiobiologické problematice je otdzka hydroxyperoxydi
feSena v nékolika smérech.

1. Analyticky diukaz peroxydiu a oxydacnich latek v ozafeném organismu.

2. Antioxydaéni faktory v organismu a jejich ovlivnéni jonizujicim zarenim.

3. Chemicka protekce eventudlné terapie nmemoci z ozateni jako blokada
tvorby hydroxyperoxydi.
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V poslednich letech je pro analyticky dikaz oxydacnich produkti nenasy-
cenych mastnych kyselin Siroce vyuzivdna barevnd reakce s kyselinou 2-thiobar-
biturovou (ddle TBK). Reakce byla popsdna v roce 1944 (7) a i kdyz neni
specifickd pro hydroxyperoxydy, rozsifila se hlavné pro svoji jednoduchost, (8.
9, 10). Podstatou reakce TBK je tvorba oranzového trimethinového barviva,
vznikajici kondenzaci jedné molekuly malonyldialdehydu, vznikajiciho peroxydaci
triend a vysSich, se dvéma molekulami TBK za od$tépeni dvou molekul vody.

Pfi aerobni inkubaci dostateéné ztedénych homogendti je tato reakce pozi-
tivni a zvy$uje se s dobou inkubace. Pozitivni reakci ddvaji oviem pouze organy
s malou mitotickou aktivitou jako napf. jdtra, mozek, ledvina, kdezto orginy
s vysokou mitotickou aktivitou jako napf. kostni dfen nebo mukéza tenkého
stfeva tuto reakci neddvaji. Mitotické aktivni tkdné obsahuji tedy specialni anti-
oxyd=¢éni faktory brzdici oxydaci nenasycenych mastnych kyseling Tato aktivita
zfejmé souvisi s metabaslickou cdliSnosti délici se bunky, jak jsme prckdzali na
mcdelu normélni a regenerujici jaterni tkané (11).

V této praci jsme sledovali vliv jonizujiciho zdfeni jednak in vivo jednak
in vitro na tvorbu oxydaénich produktd nenasycenych mastnych kyselin v jatrech,
mitochondriich a tenkém stfevé krys.

MATERIAL A METODIKA

Pokus byl proveden na krysach Wistar, samcich o vaze 160—180 g. Zvitata
byla krmena Larsenovou dietou a dostavala vodu ad lib'tum. Den pfed pokusem
zvifata hladovéla. V pokusech in vive byla zvifata ozatena v plastické schrance
z polymetylakrylatu, kterd byla konstruovéna tak, aby se zvifata béhem exposice
nemohla pshybovat. Ozafovaci zdrej: Makrophos 250, 235 kV, 14 mA, filtr
0,5 mm Cu, 1 mm Al, ptiliv 70 r/min.

Stanoveni oxydaénich produkti nenasycenych mastnych kyselin reakei
s TBK. Potieby: fosfatovy astoj pH 5,9, 0,05 M, 1% kyselina 2-thiobarbiturova
pH 7,0; 5% kyselina trichloroctova.

Pokusné krysy byly omraceny tderem na hlavu a vykrveny prostfizenim
krénich cév. Vzorek jater cca 500 mg byl vychlazen v ledovém tstoji a homo-
genizovan v celosklenéném pistovém homogenisidtoru a doplnén dstojem na fe-
déni 1:50. Tenké stfevo bylo promyto ledovym dstojem, zbaveno zbytku
omenta a homogenizovdno v nozovém homogenizitoru MSE s fosfatovym dsto-
jem a doplnéno na fedéni 1 : 30.

PREPARACE MITOCHONDRII

Bezprostfedné po zabiti byla vyjmuta jitra a vychlazena v ledcvém roztoku
0,25 Mcl. sacharézy. Jatra byla homogenizovdna v celosklenéném pistovém ho-
mogenizadtoru v zfedéni 1:10. Izolace byla provedena v chlazené odstfedivce
Christ Junior III. Béhem izolaéniho postupu teplota nepirekro¢ila 3° C.

IZOLACNI POSTUP

I. 700 g (1200 oté¢/min), 10 minut, sediment se zahodi.

II. 5000 g (2200 ot¢/min, rychlostni nastavec), dvakrat 15 minut, super-
natant se zahodi.

III. Sediment se resuspenduje a odstfedi pfi 20.000 g (4800 oté/min. rych-
lostni nastavec) 15 minut.
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Cistota preparatu byla kontrolovana pod fidzovym kontrastem. Mitochondrie
byly dvakrat promyty pufrovanym fyziologickym roztokem (0,15 M NaCl +
+ 0,02 M Tris pH 7,4), protoze sacharéza interferuje s TBK. Koncentrace mito-
chondrii byla stanovena biuretovym reagens a finalni suspenze upravena na
konczntraci 10 mg bilkoviny v 1 ml. Do kyvety o priméru 25 mm byly odmé-
feny 4 ml mitochondridlni suspenze a vzorek inkubovén pti 37° C za soudasného
trepani. V intervalech 0,15 30, 60, 120 a 180 minut byl odebran vzorek sus-
penze mitochondrii a provedena reakce s TBK v tomto systému: 0,5 ml mito-
chendrii 0,5 ml astoj (Tris 0,02 M pH 7,4 + 0,15 M NaCl), dalsi postup
stejny jako u jater.'

STANOVENI BILKOVIN V MITOCHONDRIICH

Potfeby: Biuretovo reagens (1,5 g CuSO;.5 H20 + 6,0 g NaKCsH4Os.
.4 H;0 se rozpusti v 500 ml vody, pak smicha s 300 ml 10% NaOH a doplni
na jeden litr roztoku), aceton: butanol 2: 1, Tween 80.

Provedeni reakce: 0,5 ml Tween 80 + 0,5 mitochondridlni suspenze +
+ 0,5 ml pufrované sacharézy + 8,0 ml biuretova reagens. Systém byl pone-
chan 20 minut pfi teploté mistnosti, pak byly pfidany 4 ml smési butanol : ace-
ton a proméfena absorpce pfi 540 mu (spektrofotcmetr Zeiss VSU 1, flintové
prizma, 1356 dilkli monochromatoru); koncentrace mitochondrii byla pak vy-
jadtena v mg bilkoviny standardntho vzorku hovéziho albuminu. Stanoveni
reakce s TBK v jatrech: 2,0 ml homogenatu jater 4,0 ml fosfatového astoj= se
inkubuji 60 min. aerobné pti 37° C, po té se ptidaji 2,0 ml TCK, 2,0 ml TBK,
vie se povafi 10 min. na vfelé vodni lazni, ochladi, odstfedi a proméfi. Stano-
veni reakce s TBK v tenkém stfevé: 3,0 ml homogenatu tenkého stfeva, 3,0 ml
fosfatové dstoje, dile postup zpracovani stejny jako u jater. Inhibiéni uéinek
tenkého stfeva na reakci s TBK v jatrech: 2,0 ml homogenatu jater, 1,0 ml ho-
mogenatu tenkého stfeva, 3,0 ml fosfiatového tstoje, dale postup stejny jako
u reakce s TBK v jatrech. Reakce s TBK byla kvantitativné stanovena na spek-
trofotometru CF 4 Optica, kyveta Helma HS 10 mm, 525 mu. Statistické hed-
noceni bylo provedeno t-testem.

EXPERIMENTALNI CAST

V prvnf ¢asti prace jsme sledovali tvorbu oxydaénich produktd nenasyce-
nych mastnych kyselin v normalnich jatrech. Jaterni homogenat ve fosfatové
astoji pH 5,9, v fedéni 1:50 déval po 60 min. inkubaci pfi 37° C vyraznou
barevnou reakci. Intenzita zabarveni je linedrni v zdvislosti na koncentraci ho-
mogenatu jak je patrno z gr. 1. V dal§im pokusu jsme sledovali tuto reakei v ho-
mogenatech tenkého stfeva pfipraveného stejnym zptisobem jako jaterni tkari.
Jiz vizualné se 1i§i kvalita ziskaného barevného chromogenu. Provedli jsme proto
spektralni rozbor vzniklého chromogenu. Absorpéni kfivka chromogenu z jater
a tenkého stfeva je uvedena na gr. 2. Spektrum vykazuje dvé zfetelnd maxima
pfi 462 a 535 nm a nevyrazné maximum pied 535, projevujici se jako inflexe
v absorpéni kfivce. Chromogen ze stfevni mukézy ma podstatné nizsi maximum
535 nez chromogen z jater, tim vzrista relativni podil maxima 462, coZ zpuso-
buje zménu kvality barvy a viditelny posun do Zlutavého ténu.

Jak zndmo, ma stfevni sliznice silné antioxydacni vlastnosti, které blokuiji
tvorbu reakci s TBK v jatrech (12, 13). ProSettili jsme proto koncentraéni za-
vislost této inhibice a vysledky jsou uvedeny na gr. 3. V uvaZovaném rozmezi
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do 1 ml homogenatu stfevni mukézy pridané do jaterniho homogenatu, je inhi-
bice barevného produktu TBK reakce prakticky linearni. Vliv jonisujiciho zafeni
na tvorbu oxydacnich produkta reakci s TBK v jatrech po celotélovém ozareni
davkou 1400 r je uveden v tabulce I. Po ozéafeni jsme nezjistili zvySeni hodnot
TBK reakce v homogenatu jater. Pouze 6 hodin a 72 hodin po expozici naopak
klesaji hodnoty této reakce, a to v intervalu 72 hodin po expozici signifikantné.

V dalsim pokusu jsme proto stanovili vliv zafeni na tvorbu oxydacnich
produkti nenasycenych mastnych kyselin v totdlnim homogenatu tenkého stieva.
Vysledky jsou uvedeny na tabulce II.:Reakce s TBK je fadové nizsi nez u jater

R

O JE \ /7

Gr. 1. Kalibra¢ni kirivka TBK chromo-
genu v zavislosti- na koncentraci jaterni-
ho homogenatu. (Systém: 0—3 ml jater-
niho homogenatu 1:50 ad 6 ml fosfato-

vého ustroje pH 5,9 0,05 M). 2
Gr. 2. Absorpéni spek- \/
trum TBK chromogenu
(1 — jaterni homoge-
< . : R R
nat, 2 homogenat 73] 55 ma

tenkéhc streva).

I. Vliv jonizujiciho zareni na hodnotu barevného produktu kyseliny 2—thiobarbitu;
rové (TBK) v jatrech krys ozarenych celotélovou davkou 1400 r.

Doba po ozéreni Extinkce n P
Kontrola 1006 -+ 158 32 -
0 hodin 1150 4+ 91 4

6 hodin 892 + 68 4
12 hodin 1087 4- 205 4 —
24 hodin 1005 + 34 4 —
48 hodin 1048 + 128 8
72 hodin 841 + 132 7 0,05
n = pocet krys P = pravdépodobnost vyznamnosti
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II. Vliv jonizujiciho zarfeni na hodnotu barevného produktu kyseliny 2-thiobarbitu-
rové (TBK) v tenkém strevé krys ozarenych celotélovou davkou 1400 r.

Doba po ozéareni Extinkce n P
Kontrola 85 + 32 32 —
0 hodin 129 - 24 4
6 hodin 9] -+ 13 4 -
12 hodin 139 4+ 23 4 0,01
24 hodin 85 - 26 4 —
48 hodin 144 + 45 8 0,01 i
72 hodin 60 + 45 7 |
n = pocet krys P = pravdépodobnost vyznamnosti
%
00}
501 r ! '
N |
) i . ) ) ) K 0 6 12 24 48 2
1 D 3 mi (n) 8 4 4 4 4 8 8

Gr. 3. Inhibi¢ni u¢inek homogenatu ten-
kého stireva na tvorbu TBK chromogenu
v jatrech. (Systém: 3 ml jaterniho homo-
genatu 1:50, 0 az 3 ml homogenatu ten-

Gr. 4. Vliv jonizujciho zareni in vivo v
davce 1400 r na inhibici antioxydacni ka-
pacity tenkého stieva. (Cerné sloupce =
statisticka vyznamnost P 0,01, n = pocet

kého streva 1:30, ad 6 ml fosfatovy
ustoj pH 5,9, 0,05 M).

krys ve skupiné).

a zaznamenali jsme zvySeni hodnot v ¢ase 0, 12 a 48 hodin po davce 1400 r.
Protoze hodnota TBK reakce je v tenkém stfevé urfovdna jednak koncentraci
substratu nenasycenych mastnych kyselin, jednak obsahem antioxydaéniho fak-
toru, sledovali jsme dale vliv zafeni na obsah antioxydac¢niho faktoru a na obsah
antioxyda¢ni kapacity v tenkém stfevé po celotélové davce 1400 r. Vysledky
jsou uvedeny na gr. 4. Po ozafeni se antioxydaéni kapacita vyznamné snizuje
a v intervalu 48 a 72 hodin dosahuje cca nulové hodnoty. Zafeni tedy vyznamné
blokuje tuto antioxydacni kapacitu. Protoze inhibice se objevuje aZ v pozdé&j§im
intervalu po expozici, jde nejspise o pfimé poskozeni mitoticky aktivnich bunék
jonizujicim zarenim.

Sledovali jsme déle, zda tento antioxydacni faktor neni ovlivnitelny pfimo
in vitro. Ozarili jsme proto homogenat stfevni sliznice ve fosfatovém dstoji pH
59 fedéni 1: 30 ve sklenéné vazence o obsahu 50 ml, kterd byla pomoci poly-
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III. Vliv jonizujiciho zareni in vitro na hodnotu barevného produktu kyseliny 2-thio-

barbiturové (TBK) v tenkém strevé krys

Ozarené tenké stfevo Kontrolni tenké sti‘evo

Davka inkubace inkubace n

in vitro

0 minut 60 minut 0 minut 60 minut

Kontrola 58 + 7 70 + 7 58 £ 7 70+ 7 9
600 r 2+ 7 76 +~ 8 56 1 5 67 + 5 9
1400 r 69 + 7 72+ 6 63+ 7 57 + 4 9
5000 r 65+ 9 64+ 9 63 + 8 54 + 10 9
10.000 r 73 + 12 86 4 12 69 -+ 11 74+ 7 9

n = pocet krys

styrenového prstence upevnéna na Dewarovu nadobu, temperovanou vodou 37° C
teplou. Homogenat byl prekryt celofdnovou folii, aby se zamezilo vypafovani.
Kontrolni vzorek homogenatu stfevni sliznice byl temperovan na termostatu
Wobser U 8 rovnéz pti 37° C. Homogenat byl ozafen davkou 600, 1400, 5000
a 100090 r (Makrophos 235 kV, 14 mA, 0,5 mm Cu, 1 mm Al pfiliv 100 r za
minutu). Vysledky jsou uvedeny na tabulce III.

E
:
as
nnm B[
025 1
\
|
l
L] | |
J K 600 1400 5000 10000 r
| o 6 1% 22 56 min
99 9 9 9 9 (n)

Gr. 5. Vliv jonizujiciho zateni in witro
na antioxydac¢ni kapacitu tenkého streva.
(Bilé sloupce inkubace stfevniho homoge-
natu pii 370C, éerné sloupce ozareny
strevni homogenét, J = TBK chromogen
v jatrech, K antioxydac¢ni kapacita
tenkého stieva kontrolnich krys, n = po-
cet zvirat ve skupiné).
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Po ozéafeni je pozorovan trend k zvySeni hodnot TBK, ktery nedosahuje
statistické vyznamnosti. Srovnali jsme soucasné v tomto pokusu vliv jonizujiciho
zafeni na antioxydacni kapacitu tenkého stfeva ozafeného in vitro. Vysledek je
uveden na gr. 5. Jiz inkubace pti 37° C sniZuje antioxydacni Glinek tenkého
stfeva, davka 5000 r tento uéinek zesiluje, ale neni rozdil mezi kontrolni inku-
bovanou a ozatenou tkani. Vzhledem k vyznaénému podilu lipoidd v bunéénych
ultrastrukturdch, povazovali jsme za vhcdné sledovat vliv pronikavého zafeni na
jaterni mitochondrie, izolované z ozarenych krys. Oxydacni produkty lipida byly
stanoveny jednak bez inkubace, tj. ihned po ozareni, a dale po 15, 30, 60, 120
a 180 minutové inkubaci na inaktivaéni ldzni pfi 37° C. Stejnym zpiisobem byla
hcdnocena TBK reakce u kontrolnich zvifat. U ozafenych krys jsme zjistili vy-
znamna zvySeni reakce s TBK. ZvySeni je maximalni v intervalu tésné po
ozaieni, pretrvava statisticky zvySené 3 az 6 hodin po expozici, a v dalsich
intervalech se vraci k norméalnim hodnotam. Vysledky tohoto pokusu jsou uve-
deny na gr. 6.

DISKUSE

Neprokazali jsme bezprostiedni vliv zateni na zvy$eni oxydaé¢nich produkti
nenasycenych mastnych kyselin v jaternich homogenatech krys ozafznych celo-
télovou davkou 1400 r. Nenalezli jsme v dostupné literatufe praci sledujici vliv
zéfeni za obdobnych technickych podminek uspofddani pokusu Lejsek (14)
sice zjistuje zvySeni TBK chromogenu v jatrech krys ozafenych davkou 600 r,
ale az treti a Sesty den po celotélovém ozareni. V této dobé se ovSem zvySuji
lipidy v jatrech a tim se zvySuje soudasné koncentrace nenasycenych mastnych
kyselin davajicich pozitivni TBK reakci. Nelze oviem v Zadném pfipadé dokazat
zvySené mnozstvi oxydacnich produktid nenasycenych mastnych kyselin bezpro-
stfedné po ozateni jako pfimy produkt radiochemického Géinku zareni. Z nélezu
lze uzavfit, ze ani po supraletdlni ddvce 1400 r in vivo nedochézi v éasnych inter-
valech po ozafeni k zvySenému vyskytu oxydacénich produkti nenasycenych mast-
nych kyselin v jatrech.

Mukoéza tenkého stieva obsahuje na druhé strané antioxydacni faktor, ktery
snizuje tvorbu oxydaénich produkti nenasycenych mastnych kyselin za aerobni
inkubace. Proto také i pti dostatku substratu nenasycenych mastnych kyselin
je intenzita TBK reakce fadové niz8i nez u jaterniho homogenatu. Otto-
lenghi aspol. (13) rozpracovali poznatky Barbera (12) o blizsi povaze
antioxydaé¢niho faktoru pfitomného ve stfevni mukoéze. Tento antioxydaéni uci-
nek vysvétluji uvolilovanim mastnych kyselin z fosfolipidi pfitomnych v mu-
kéze tenkého stieva. Tyto mastné kyseliny vazou potom zelezo a jiné kovy,
které katalyzuji peroxydaci, a tim inhibuji tvorbu oxydaénich produktd nenasy-
cenych mastnych kyselin. Po ozadfeni se snizuje fosfolipdzova aktivita a tim
také antioxydacni kapacita. Po ozafeni davkou 1400 r jsme prokézali dvoufa-
zové, statisticky vyznamné zvySeni oxyda¢nich produktd, a to 12 a 48 hodin po
ozateni. Naproti tomu ani davka 10.000 r in vitro nevyvolala zvySenou tvorbu
oxydacnich predukti v ozafovaném homogenatu. Antioxydaéni kapacita mukoézy
tenkého stfeva hcdnocend podle Gtlumu TBK reakce jater po pfidani homogenétu
tenkého stieva se snizuje béhem inkubace s ¢asem. Ucinek zafeni v davce 5.000
a 10.000 r sice zvySuje tuto inhibici, ale nevyznamné. Uvedend davka zafeni
tedy neporudi vyznamné antioxydacni kapacitu mukoézy stfeva a vysledky odpo-
vidaji vcelku radiorezistenci uvazovanych lipdz. Naproti tomu se vyznamné sni-
zuje antioxydaéni kapacita tenkého stfeva po ozafeni in vivo. Signifikantni sni-
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zeni, které odpovidd prakticky totadlni inhibici antioxyda¢ni kapacity jsme
pozorovali 48 hodin a 72 hodin po davce 1400 r. Protoze inhibice naristd v ca-
sovém pribéhu nemoci z ozatfeni, je sekunddrniho charakteru. V tenkém stfevé
jsou radiosenzitivni buiiky Lieberkiihnovych krypt, které jsou ozafenim specificky
poskozovany. Délka genera¢niho cyklu téchto bunék ¢ini 19 hodin (15) a jejich
biologicky polo¢as odpovidd dobé tzv. 3%2denni intestindlni smrti pozorované
po davkach vys$sich nez LD 100. Dochazi zde k totdlni zastavé mitéz v téchto
burikach. Biologicky polocas téchto bunék dobfe souhlasi s dobou pozorované
inhibice antioxydaéni kapacity ozdteného tenkého stieva. Tedy ani v tomto pii-
padé neni porucha inhibice antioxydaéni kapacity primarni zménou vyvolanou
zafenim, ale vznikd teprve béhem radia¢éniho poSkozeni. Zd4 se, Ze antioxydacni
kapacita je spojena s mitotickou ¢&innosti bunék a objevuje se u bunék se syn-
chronizovanym bunéénym cyklem az ve stadiu mitéz (11).

Jaterni mitochondrie obsahuji vysoky podil lipida, které vytvareji TBK
reakci. Lejsek (16) neprokdzal po ozafeni in vitro zvySenou tvorbu oxy-
dacnich produktd hodnotitelnych reakci s TBK. Po davce 1400 r se zvySuje
mnozstvi TBK chromogenu jak pfed inkubaci tak po aerobni inkubaci. Zvy-
§eni je kratkodobé a dosahuje maximum ihned po ozafeni a normalizuje se do
12 hedin po ozafeni. Kratkodobé zvyseni TBK odpovidd kratkodobému zvy-
Seni_obsahu nenasycenych mastnych kyselin v. ozarenych mitochondriich (17).
V pozdéjsich intervalech jiz neni pozorovano zvySeni TBK reakce v mitochon-
driich, coZ odpovidd kratkodobym zméndm v mitochondriich po ozateni (18).

SOUHRN

Byl sledovan vliv zafeni na tvorbu oxydac¢nich produktii nenasycenych
mastnych kyselin pomoci reakce s kyselinou 2-thiobarbiturovou (dale TBK).
Po celotélové davee 1400 r se nezvy3uje obsah oxyda¢nich produkti v jatrech oza-
fenych krys. V tenkém stfevé je TBK reakce u normalnich krys fadové niz3i nez
v jatrech a po davce 1400 r se TBK latky dvoufazové zvysuji, a to 12 a 48
hodin po ozafeni. Antioxydacni kapacita tenkého stfeva je 48 hodin po celotélo-
vém ozafeni vyznamné blokovana po déavce 1400, r in vivo. Po ozéfeni in vitro
az davkou 10.000 r nedochdzi k vyznamné inhibici antioxydac¢ni kapacity.
V mitochondriich izolovan}’rch z jater krys ozarenych celotélovou davkou 1400 r
se vyznamné zvySuje mnozstvi oxydacnich produktii nenasycenych mastnych
kyselin, a to ihned po ozareni a pretrvava 6 hodin po exposici.

Doslo dne 3. 5. 1965
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OKHCcauTeIbHbIE NMPOJLYKTbl HEHACBhIUEHHBIX XKHDHBIX KHCJIOT B OGJ’IyHEHHOM opraHuame

Mayuanoch Bausnue o6/ydyeHHs Ha 0Gpa3oBaHHe OKHC/JIHTEBHLIX MPOAYK OB HEHACHI-
IEHHDIX KHPHBIX KHCJIOT NPH NOMOLIH peakuHH ¢ 2-TioGapGHTypoBoit kueaoroii (nanee TBK).
ITocsie oGayuenust no3o0ii 1400 p conmepkanue OKHCJIHTE/bHLIX IPOAYKTOB B IeueHH 06JydYeH-
HBIX KpbIC He yBesnunBaercs. B touxoit kumwke TBK peakuus y HopMasbHBEIX KpPBLIC, OGBLIKHO-
BEHHO, HHXKe, ueM B revenu u nocie no3wt 1400 p TBK BemectBa asyxdasno yBesanuiiBaioTes,
a uMeHHO uepe3 12 u 48 uacos nocsie 06/yueHHs. AHTHOKHC/IHTEIbHAS eMKOCTh TOHKOI KHIIKH
B TeueHue 48 uwacos nocse o6JyueHHs 3HAUHTeJAbHO 3a0JOKHpoBaHa nocsie no3bt 1400 p
in vivo. ITocse oGuyuenHsi in vitro nosoit Bniots Ao 10000 p 2nayuTesbHbIi HHTHOHLMH
aHTHOKHCJ/IHTE/IbHOI eMKOCTH He HaGmopnaercs. B MHTOXOHApP!sX, M301HPOBAHHBIX H3 TNEUYEHH
KphIC, 00/yueHHLIX TO Bcemy Tteay o30ii 1400 p, 3HauHTEbHO YLeJHYHBAETCsl KOJIHUECTBO
OKHCJIHTE/ILHBIX MPOJYKTOB HEHACHILIEHHBIX KHPHBIX KHCIOT, a HMEHHO cpasy e mocse o6ay-
YeHHs! U npojoJKaercsi 6 yacos nocie SKCMO3HIHH.

Oxydation-Products of Unsaturated Fatty Acids in Irradiated Organism

The influence of radiation on the creating of oxydation-products of unsaturated
fatty acids was followed by means of reaction with 2-barbituric acid (further TBA).
The contens of oxydation-products does not increase in liver of irradiated rats after
a whole-body irradiation. The TBA-reaction in the small intestine of normal rats
is lower by order than that in liver and after a dose of 1400 r the TBA-substances
increase in two phases (after 12 and 48 hours following the irradiation). Antioxyda-
tion-capacity of the small intestine is significantly blocked for 48 hours after
a whole-body irradiation in the dose of 1400 r in vitro. No significant inhibition
of antioxydation-capacity arises after the in vitro irradiation with a dose reaching
10 000 r. The amount of oxydation-producis of unsaturated fatty acids rises signifi-
cantly in mitochondriae isolated from liver of the rais irradiated with a whole-body
dose of 1400 r. This phenomenon appears immedialtely after irradiation and outlasts
for 6 hours after the exposure.

Die Oxydationsprodukte ungesittigter Fetisiuren im bestrahlten Organismus

Wir verfolgen den Einflufl der Bestrahlung auf die Bildung von Oxydations-
produkten der Fettsduren mittels der Reaktion mit der 2-Thiobarbitursiure (weiter
nur TBS). Nach Ganzkoérperbestrahlung mit 1400 r erfihrt der Gehalt der Leber
an Oxydationsprodukten bei bestrahlten Ratten keine Steigerung. Im Diinndarm
ist die TBS-Reaktion bei normalen Ratten erheblich schwicher als in der Leber
und nach einer Dosis von 1400 r steigen die TBS-Stoffe in zwei Phasen an, und zwar
12 und 48 Stunden nach der Bestrahlung. Die Antioxydationskapazitit des Diinn-
darmes ist 48 Stunden nach Ganzkoérperbestrahlung mit 1400 r in vivo erheblich
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blockiert. Nach Bestrahlung in vitro bis zu 10 000 r tritt keine bemerkenswerte Inhi-
bition der Antioxydationskapazitat auf. In den aus der Leber mit 1400 r ganzkoper-
bestrahlter Ratten isolierten Mitochondrien steigt die Menge der Oxydationsprodukte
der ungesdtitigten Fettsduren signifikant an, und zwar gleich nach der Bestrahlung
und die Steigerung dauert bis 6 Stunden nach der Exposition.

MVDr. Blahoslav Zicha
MVDr. Jifi Benes$
Veterinarni vyzkumné stiredisko,
Praha - Motol
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SCHANZEL H. K inkorporaci P 32 do svalovych larev

SYNEK O. Trichinella spiralis

B O svalovych larvach Trichinella spiralis je obecné uznavdn nazor, ktery
formuloval Staubli 1909 (8), Ze od doby, kdy je hostitelskda tkan obklopi
pouzdrem, Ziji ve stadiu latence. Larvy v ném nerostou a nevyvijeji se, ziji vSak
v ném po léta i desetileti a jsou schopny pohybu uvnitf pouzdra. Je tedy vice
nez pravdépodobné, ze nevysta¢i ani v obdobi latence se zasobnimi litkami ve
svém téle, nybrz Ze jsou zdvislé na p¥ivodu Zivin z tkdni hostitele. Svédéi pro
to i prdce, vniz Stannard & spol. 1938 (7) prokazali mikrorespirometric-
kymi metodami, ze svalové larvy T. spiralis disponuji jak aerobnim, tak ana-
erobnim metabolismem. Stoner & Hankes 1955 (9) dokonce ukazali
v pokusech s nékterymi aminokyselinami znaenymi C 14, Ze larvy inkorporuji
tyto latky nejen v dobé své migrace, nybrz i ve zralém, dlouho encystovaném
stadiu. Mc Coy & spol. 1941 (2) pouzili poprvé radioaktivniho fosforu ke
studiu permeability pouzdra, obklopujiciho svalovou larvu T. spiralis. Porovna-
nim specifické aktivity P 32 v izolovanych larvach se specifickou aktivitou P 32
ve stejné zpracované svaloviné krys dosli k zavéru, ze fosfor prostupuje sténou
cysty a pronikd do larev. Nemohli rozhodnout, zda jde o prostou difazi sledované
latky, ¢i o aktivni vestavbu fosforu do téla larev; podle rychlosti procesu viak
povazuji druhou alternativu za pravdépodobnéjsi.

V orienta¢nim pokuse, o némz zde referujeme, jsme navazali na jejich préci.
Pii studiu metabolismu cukri v larvach T'. spiralis jsme totiz pozorovali vysoce
pozitivni reakci orcinem na ribézu a difenylaminem na desoxyribézu. Znaéna
koncentrace téchto pentéz nds vedla k predpokladu, ze fosfor, jehoz pronikani
do larev T'. spiralis Mc Coy & spol. 1941 (2) pozorovali, bude mozno pro-
kazat v nukleovych kyselinach.

1
b

MATERIAL A METODIKA

Pracovali jsme s 5 morlaty, kterd byla 4 mésice pfedem invadovana 5000
a7 6000 larvami Trichinella spiralis. Radicaktivni fosfor ve formé Na,HPOa
byl podan oralné o aktivité 137 uC. Po 4 dnech byla morcata zabita a jejich
svalovina zpracovdna béinou travici metodou. Z kazdého morlete bylo ziskdno
kolem 500.000 svalovych larev, které byly po promyti fyziologickym roztokem
NaCl zhomogenizovdny v jemném sklenéném homogenizatoru. Homogenit byl
podroben ¢astetné hydrolyze podle Schneidera 1945 (6). Z postupné
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ziskavanych frakei byly pyknometrem odebirany vzorky, vysuSeny pod infra-
dervenou lampou, zvaZeny a proméfena jejich aktivita. MéFili jsme na citaci
Vakutronik s Geiger-Miillerovou trubici pfi napéti 1500 V; kazdy vzorek byl
méfen po dobu 5 minut. V konetném produktu ¢aste¢né hydrolyzy, tj. v kyselém
vyluhu nukleovych kyselin, byla pfed méfenim aktivity prokdzana ribéza a des-
oxyribdza.

VYSLEDKY A DISKUSE

Aktivita frakci, postupné ziskdavanych pfi hydrolyzaci, byla — s vyjimkou
smésné frakce RNK a DNK — v ramci naméfeného pozadi. Primérné hodnoty
zjisténé ve vychozim materialu, tj. v homogenatu ze svalovych larev T'. spiralis,
a v konetném produktu hydrolyzy, tj. ve smési RNK a DNK, jsou patrny z ta-
bulek I a II.

I. Aktivita P 32 v homogenatu z larev T. spiralis

Vzorek ¢&. Vaha/g Imp./5 min. Pozadi/5 min.
1 0,0190 186 114
2 0,0172 175 125
3 0,0172 167 104
4 0,0192 194 125
5 0,0184 168 106
Primér 0,0182 178 115

II. Aktivita P 32 ve smési RNK a DNK z larev T. spiralis

Vzorek &. Vaha/g Imp./5 min. Pozadi/5 min.
1 0,0170 192 120
2 0,0164 180 114
3 0,0165 190 116
4 0,0160 195 118
5 0,0156 178 108
l Primér 0,0163 187 115 {

Aktivita na§ich vzorkd, vyjadfena v impulsech za 1 minutu, je po odpoétu
pozadi u homogenidtu primérné 12,6, u sméi RNK a DNK primérné 14,4.
Friikaznost aktivity vzorkd ve srovnani s hodnotami pozadi byla ovéfena Stu-
dentovym t-testem; je statisticky vysoce vyznamna: P < 0,001.

178 — 115 63 63

/276 +20 |46 69

— 9,1304.
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Jiny test, ktery respektuje i dobu méfeni, je uveden u Petrové a kol.
1960 (5). Podle néj je

178 115
5 — 23,0 12,3
] — 5 5 _ 353-—230 _ _ 3.
178 | 115 | 11,72 3,42
25 T 25

Nase hodnota [u] je tedy vétsi nez h, kterad je podle tabulky 3,2905 pro
spolehlivost 99,9 %. Je tedy ziejmé, e naSe vzorky byly signifikantné aktivni.

Pro porovnéni aktivit, naméfenych ve vzorcich homogenitu larev a ve vzor-
cich smési nukleovych kyselin z nich lze v nomogramu podle Aronoffa
1956 (1) odecist pfi stfedni €etnosti 15 impulsii za minutu pfi pétiminutovém
méfeni relativni chybu 3 impulsy za minutu pti 90 % spolehlivosti. V na¥em
ptipadé tedy maji vzorky homogenatu i vzorky smési RNK a DNK pfi prakticky
stejné navazce stejnou aktivitu v mezich pozorovacich chyb: 12,6 3 a 14,4 =
+ 3 impulsy za minutu. P¥i nasich navazkach a Getnostech signalu je pti 99,9 %
spolehlivosti patrno, ze P 32, inkorporovany do larev, je obsazen v nukleovych
kyselinach. Pti prostupu fosforu z organismu hostitele-do svalovych larev T. spi-
ralis nejde tedy zfejmé o jev osmoticky nebo koncentra¢ni, nybrz o aktivni
“inkorporaéni proces.

Vazba fosforu na nukleové kyseliny a vysoce pozitivni barevné reakce na
pentézy naznaluji — pFipomeneme-li si je§té klasické prace o purinu pfi trichi-
neloze, které uvetejnil Flury 1913 (3) a Flury a Groll 1913 (4) —
ze i v opouzdienych svalovych larvach Trichinella spiralis zivé probihaji meta-
bolické déje. Jejich podrobné studium bude predmétem naSich dalsich praci.

SOUHRN

Trichineléznim morc¢atim byl ordlné aplikovan P 32. Izolované larvy Tri-
chinella spiralis byly homogenizovdny a podrobeny ¢&aste¢né hydrolyze podle
Schneidera 1945 (6). Geiger-Miillerovou trubici byla stanovena radioak-
tivita ziskanych frakei.

Vysledek tohoto orienta¢niho pokusu ukazuje, ze P 32 je vestavén do
nukleovych kyselin, coz svédéi o jeho aktivni inkorporaci do téla larev a o jeho
Gcasti na metabolickych procesech téchto parazitickych organismii.

Doslo dne 3. 5. 1965
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Mocrynaenue P 32 B nnunnku tpuxun Trichinella spiralis

TpHXHHO3HLIM MOPCKHM CBHHKaM noaaBascs wepe3 por P 32. HM301mpoBcHHbIe JUHHKH
Trichinella spiralis GbliH TOMOTCHH3HPOBAHBLI H NMOTBEPrHYTH YaCTHYHOMY T ApPO H3y IO
Ineiinepy 1945/6. Tlpu nomomu tpyoku Ieiirepa-Mioasiepa onpejensnack paiHOaKTHBHOCTb
NoJly4eHHBIX (paKuHii.

Peayabrat 3TOr0 OpHEHTHPOBOUHOTO ONBITA MOKaabiBaer, uto P 32 BXoa't B HyKJe HO-
Bbl€ KHCJOTHI, YTO CBHAETE/NLCTBYET O €ro aKTHBHOM TNOCTYI/JEHHH B Tese JIMUYHHOK H O ero
y4acTHH B MeTaGO0./HYeCKHX IpOlleccaX 3THX Napa3sHTHUeCKHX OPraHH3MOoB.

On Incorporation of P 32 into Muscle-Stage Larvae of Trichinelia spiralis

P 32 was applied per os to guinea pigs suffering from experimental trichinell-
osis. Isolated larvae of Trichinella spiralis were homogenized and partially hydro-
lyzed according to Schneider 1945{6). The radioactivity of the obtained fractions was
determined by means of a Geiger-Miiller tube.

The result of this-orientation experiment shows P 32 being incorporated into
nucleic acids which proves its active incorporation into the bodies of the larvae and
its taking part in the metabolic processes of these parasitic organism.

Zur Inkorporation von P 32 in Muskellarven von Trichinella spiralis

Trichinellésen Meerschweinchen wurde P 32 oral einverleibt. Isolierte Larven
Trichinella spiralis wurden homogenisiert und einer teilweisen Hydrolyse unter-
worfen. Die Radioaktivitit der gewonnenen Fraktionen (nach Schneider 1945(6)
wurde mittels eines Geiger-Miiller-Zidhlrohres geniessen,

Das Ergebnis dieses orientierenden Versuches zeigt, dal P 32 in den Nuklein-
sduren eingebaut ist, was fiir seine aktive Inkorporation in den Larvenkérper und
fir seinen Anteil an den metabolischen Prozessen dieser parasitiren Organismen
spricht.

MVDr. Hubert Schanzel CSec.
RNDr. Oldrich Synek

Vysoka S$kola zemédeélska, veterinarni
fakulta, katedra lékarské chemie, fyziky
a toxikologie, Brno, Palackého 1-3
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BARTIK M. Stanovenie proteolytickej aktivity krvného séra

- i % 2
MESTER J. pomocou radioaktivneho substratu

.. STANOVENIE AUTCPROTEOLYTICKEJ AKTIVITY
HOVADZIEHO SERA V KYSLEJ OBLASTI pH

B Stanovenie enzymatickej aktivity patri k tym oblastiam biochémie, ktoré e-
vyuzivaju zatial v dostatoénej miere vyhody pouzitia radioizotopov. Jednou zo zé-
vaznych pri¢in sa zd4 byt skutoénost, Ze pri pouziti izotopov je nutné oddel=nie
produktu enzymatickej reakcie od substritu, ¢im sa cely postup stdva pomalsi a
pracnejsi. Tato nevyhoda prakticky odpadd v pripade enzymov proteolytickych,
kde je proces oddelenia pomocou zrdzania lahky a rychly; zostdva len zvolit
vhodny spésob radioaktivneho oznacenia bielkoviny. Aby vysledky boli dplne
vierohodné, musel by byt splneny poZiadavek totoznosti znaéenych a neznalenych
molekil; najlepsie priblizenie by sa dosiahlo napr. inkorporaciou C — znade-
nych aminokyselin do bielkoviny in vivo. Tento postup by bol prili§ naroény
a zdlhavy a naviac meranie aktivity *C s dostatoénou téinosfou vyzaduje pe-
cidlne zariadenie. Preto sa bezne pouziva ako substrat bielkovina (hlavne albu-
min) znacena izotopom '*'1. V pripade enzymov malej §pecifi¢nosti mozeme pred-
pokladat, Ze chemické odlisnosti jednotlivych molekal (jédovanych a nejédova-
nych) neovplyvnia vyznaéne rychlost, s akou dochadza k ich rozstiepeniu, t. j.
aktivaéni energiu hydrolyzy peptidickych védzieb. Pouzitie takto oznaleného suhb-
stratu pri urfovani aktivity enzymov Stiepiacich bielkoviny poskytuje jedno-
duché, rychle a citlivé metodiky, vhodné pre sériové stanovenie s moznosfou vy-
uzitia automatickych pristrojov.

LITERARNY PREHLAD

V literatre bolo popisané stanovenie aktivity niektorych protedz pomocou
bielkovinngch substratov znacenych ! (albumin, fibrinogén), napriklad: plaz-
min a trypsin v plazme (1), pepsin v zalidoc¢nej §fave (2), uropepsin (3).

Pre stanovenie proteolytickej aktivity séra pri pH 1,5—1,7 existuje nie-
kolko postupov, zalozenych jednak na fotometrickom stanoveni bielkovinngch
§tepov po deproteinizacii inkubovanej zmesi substritu s enzymom, jednak na
stanoveni polarografickom. Klasické metédy fotometrické pouZzivali ako substrét
hemoglobin (4), (5); vhodnost tohto substratu bola kriticky zhcdnotena v préci
J. Kolafa a spol. (6), ktori navrhli presni metédu autoproteolytickii a po-
rovnali ju s metédou polarografickou S. Janouska (7), zaloZenou tiez na
autoproteolyze séra. Tidto polarografickit metédu upravil tiez J. Homolka (8).
Pri naSej praci sme vychadzali hlavne z citovanych metéd pre polarografické
stanovenie.
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Stanovenim proteolytickej aktivity Iudského séra pri pH 3,75 zaoberali sa
S.Janous$ek (9) a J. Homolka (10), (11). Zistili, Ze tymto stanovenim
mozno nahradif experimendlne nirofnej§ie stanovenie transaminiz, ktoré sa po-
uziva ako enzymaticky test pri diagnostike infekénej hepatitidy v huménnej medi-
cine. PouZivali metédu zaloZeni na polarografickom stanoveni bielkovinnych
§tepov, ktoré sa nezradzaji kyselinou sulfosalicylovou. Tato metéda sa ukédzala
dostatoéne presnd a citlivd. V na§om laboratériu, sme vychadzali z postupu na-
vrhnutého J. Homolkom (11), ktory sme upravili tak, aby bolo mozné sta-
novit katepsin v sére z rychlosti autoproteolyzy pri pH 3,7—3,9 meranej pomo-
cou sérum-albuminu oznaceného radioaktivnym jéodom (RISA). Katepsinom ro-
zumieme, rovnako ako citovani autori, enzymaticky systém v pdévodnom Sirckom
pojati Willstdttera a Baumanna, zahrilujaci aspoii 6 réznych pro-
tedz, ktoré viak nie st vSetky rovnako aktivne v danom rozmedzi pH. Je tieba
mat na zreteli, Ze v tomto rozmedzi pH sa eSte uplatiiuje aj aktivita pepsinu;
tento vplyv méze byt znaény tam, kde je obsah pepsinu v sére dost vysoky.

V dostupnej literattire nestretli sme sa so systematickym urcovanim proteo-
lytickej aktivity sér hospodaskych zvierat a preto nasa pozornosf je zamerana
na rieSenie tejto problematiky. Kvéli porovnaviu s aktivitou humannych sér pre-
viedli sme aj polarografické analyzy.

MATERIAL A METODIKA

Pouzivané chemikalie boli vsetky éistoty p. a. s vyminkou kyseliny sulfo-
salicylovej Cistoty puriss.

ROZTOKY

1. 0,5 n HCI i

2. Glycinovy pufer pH 1,6 . (190 m1 0,1 M glycinu plus 310 m1 0,1 M HCD

3. Citratfosfatovy pufer pH 3,6 (zlozenie: 67 dielov 0,1 M kyseliny citré-
novej plus 33 dielov 0,2 M Na;PHO4)

4. Sérumalbumin znaenj **!'I (v dalSom oznafovany anglickou skratkou
RISA — radioiodinated serum albumin), $pecifickd aktivita asi 1 uc/0,1
ml, vyroba NDR distribuacia UVVVR Praha

5. 20 '%-n4 kyselina sulfosalicylova

6. Brdickova Co'! — solucia.

Vzorky séra boli ziskané od klinicky zdravych krav a uichovdvané v chlad-
nicke pri 4° C nie viac nez tyzdein po odbere krvi.

PRISTROJE

Aktivitu gama Ziarenia vzoriek sme merali pomocou smerovej scintilacnej
sondy se studnicovym kryStalom Nal/Tl v spojeni s pocitatom NZQ 615 (vy-
roba Tesla Premysleni). Polarografické krivky boli zaznamenavane na polaro-
grafe LP-55 systém Heyrovsky (Zbrojovka Brno). Konitanta galvanometra:
2,8.10° A/mm/m. Pouzita bola Kalouskova polarograficka nddobka s nasytenou
kalomelovou elektrédou. Konstanty kapilary: m = 1,869 mg s, t = 4,35 sec.
pri vyske rezervoira h = 50 cm, merané pri zapojeni nakratko v 10° M KCL
pH inkubaénych zmesi bolo spociatku kontrolované elektrénkovym pH-metrom
LP-58 sovietskej vyroby.
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PRACOVNE POSTUPY

1. MERANIE PROTEOLYTICKEJ AKTIVITY PRI pH 1,5—17
A PRIPRAVA POLAROGRAFICKEHO STANOVENIA

1,5 ml séra sa zmiesa s 0,5 ml HCI], 0,1 ml RISA a doplni pufrom na 5,5 ml.
Zo zmesi sa vezmt 2 ml na inkubaciu pri 37° C do termostatu a dalie 2 ml
sa odpipetuji ako kontrolny podiel, ktory zrazime pridanim 2 ml kyseliny sulfo-
salicylovej; po 10 min. filtrujeme filtrom Schleicher —Schiill 602 h a filtrat ucho-
vavame v chladnic¢ke, rovnako ako zbytok zmesi. V inkubovanom podieli zasta-
vime proteolyzu po 24 hodinach pridavkom 2 ml kyseliny sulfosalicylovej. Filtru-
jeme rovnako ako v pripade kontrolného podielu. Pre meranie aktivity pipetujeme
do dvoch rovnakych nadobiek (objem 5ml) po 1 ml kontrolného a inkubovaného
filtratu, do tretej nadobky 0,5 ml zmesi a 0,5 ml vody (kvéli rovnakej geometrii
merania ). Aktivitu vSetkych vzoriek meriame v ¢o najmenSom ¢asovom odstupe
vzhladom na pomerne kratky polo¢as 3'1.

Na polarografické stanovenie zmieSame 0,5 ml filtratu s 2,5 ml kobaltitej
solicie a registrujeme vlnu pri vhodnej citlivosti (1:200) bez odstdnenia kys-
lika od —1000 mV. Ukéazka polarogramu je na obr. 1la.

proteolytickej aktivity pepsinu v hovid- V\N\
zom sére. q M

Spodné krivky: 0,5 ml sulfosalicylového

Obr. la. Polarografické stanovenie auto- \ \ \l

filtratu neinkubovaného podielu +2,5 ml
Colll-golucie.
Vrcholné krivky: 0,5 ml sulfosalicylového
filtratu inkubovaného podielu +2,5 ml
Colll-golucie.

2. MERANIE PROTEOLYTICKEJ AKTIVITY PRI pH 3739
A PRIPRAVA POLAROGRAFICKEHO STANOVENIA

0,6 ml séra sa zmieSa s 0,1 ml RISA a 6,4 ml pufra. Z tejto zmesi 2 il
zrazime hned pridavkom 2 ml kyseliny sulfosalicylovej a dalsie 2 ml ddme inku-
bovat v skiimavke do termostatu pri 37° C. Kontrolny podiel 10 min. po zra-
7ani filtrujeme vhodnym filtrom (napr. Schleicher—Schiill 602 h) a filtrat ne-
chdme v chladnicke spolu so zvySskom zmesi. Inkubaciu ukonéime po 24 hodi-
nach pridanim 2 ml kyseliny sulfosalicylovej a opdt po 10 min. filtrujeme. Na
meranie aktivity odmeriame 1 ml kontrolného filtratu, 1 ml inkubovaného filtratu
a 0,5 ml zmesi + 0,5 ml vody do 5 - mililitrovych lekarnickych ampuliek. Me-
ranie potom prevadzame v pokial mozno v malom ¢asovom intervale, rozhodne
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v priebehu jedného diia, aby sme sa vyhli nutnosti prepo¢itavania aktivity na
nulovy ¢as.

K polarografickému stanoveniu berieme 0,5 ml filtrdtu (kontrolného, resp.
inkubovaného) a premiefame s 2,5 ml kobaltickej soltcie. Vlnu zaznamenavame
pri vhodnej citlivosti od —1000 mV bez odstranenia kyslika. Ukazka polaro-
gramu je na obr. 1b.

“| ' Obr. 1b. Polarografické stanovenie akti-
\‘ \"“ \ vity katepsinu v hoviddzom sére.

X ! ‘\‘WN\]“ " Spodné krivky: 0,5 ml sulfosalicylového
\‘..T\I‘WN"N \‘ \\“\lq %\w\ filtratu neinkubovaného podielu +2,5ml
\\“ \)\N‘ \ Colll-golucie.

\' g \ w Vrcholné krivky: 0,5 ml sulfosalicylového
filtratu inkubovaného podielu +2,5 ml

Colll-solucie.
Zadiatok kriviek pri —1000 mV, citlivost
1 :200.

VYSLEDKY A DISKUSIA

1. AKTIVITA PRI pH 1,5—1,7

Na ziklade merania aktivity vyhodnotime proteolyticka aktivitu séra mna-
sledovnym spésobem: Oznaédime:

Niimp/min. ml . . . . . . . aktivita kontrolného filtratu
Niimp/min. ml . . . . . . . aktivita inkubovaného filtratu
Nzimp/min. 0.5 ml . . . . . . aktivita zmesi
Percento P aktivity uvolnenej z vizby na bielkovinu vypocitdme zo vzorca
4 (N; — Np) Ni — Ni
P 0 , ot R i Sk
lo 4Nz’_‘4Nk l NzHNk

Ak prijmeme predpoklad, Ze pepsin rozklad4 rovnako rychlo znaceny albu-
min ako neznadeny a priblizne rovnako aj globuliny, mézeme takto vypocitana
hcdnotu P stotoznit s percentom celkovej bielkoviny séra, rozlozenej autoproteo-
lyzou na §tepy, ktoré prechadzaji do sulfosalicylového filtratu. Ked sérum obsa-
huje b grampercent bielkovinného dusika, potom celkové mnozstvo dusika uvol-
neného z bielkoviny do 3tepov v 2 ml inkubacnej zmesi je

_Ls.b P 2 5,45.10-5 . b P gramov

100 © 100 © 55

Chyba navrhovanej metédy pri hodnotich autoproteolytickej aktivity bliz-
kych norméalnym hodnotdm v hoviddzom sére, udan4 §tandardnou odchylkou, je men-
§ia nez =10 % stanovovanej hodnoty. Zdrojom dalsej chyby je pouzitie RISA
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z roznych $arzi. Z prace D. W. Pipera (2) vyplyva, Ze tato chyba, dana §tan-
dardnou odchylkou, méze dosiahnut okolo == 20 % stanovovanej hodnoty. Tato
chybu mozno odstranit tym, Ze pouzivany roztok RISA kalibrujeme so §tandard-
nym roztokom pepsinu (ako substrdt mézeme pouzit napr. inaktivované sérum),
alebo porovnanim vysledkov s vysledkami ziskanymi inou metédou.

U 20 klinicky zdravych kusov hovadzieho dobytka sme stanovili priemerna
hodnotu autoproteolytickej aktivity 5,78 == 1,82 % bielkoviny rozlozenej za
24 hod. pri 37° C v zmesi obsahujicej 1,5 ml séra v 5,5 ml roztoku, pH 1,5 az
1,7. Tato hednctu mézeme vyjadrit tiez inym sposobom. Vychddzame z prie-
merného zloZenia sérovych bielkovin: 44,9 % albuminov (mol. vdha 69 000,
pocet aminokyselinovych zbytkov v molekule 599, z toho 19 zbytkov tyrozinu),
29,1 % gama-globulinu (mol. vdha 156 000, pocet aminokyselinovych zbytkov
841,3/10° gramov, z toho 37,6/10° g zbytkov tyrozinu). Priemerny obsah cel-
kovej bielkoviny v sére berieme 6,5 g% (stanovené kjeldahlizaciou) a zanedbame
odlisnosti v zlozeni bielkovinej ¢asti molekil alfa- a beta-globulinov. Stredna
hednota autoproteolytickej aktivity je potom dana priblizne &islom 1,2 mEkv tyro-
zinu uvolnenych v zmesi obsahujticej 1000 ml séra pocas 24hodinovej inku-
bacie pri pH 1,5—1,7 a 37° C. Vysledok je v dobrej zhode so stanoveniami foto-
metrickymi, prevedenymi metédou J. Kolatfa a spol. (6), podla ktorych sa
autoproteolytickd aktivita pri pH 1,6 v hovidzom sére pohybuje okolo 1,2 mEkv
(tieto stanovenia boli prevedzné v nasom laboratériu a budi uverejnené pozdej-
§ie). J. Kolat udava pre ludské sérum (za rovnakych podmienok) hodnotu
0,86 mEkv tyrozinu.

Orientacne bola sledovand zavislost rychlosti proteolyzy na znizovani ob-
sahu séra v inkubacnej zmesi (pri zachovani kon$tatného objemu zmesi). Z teérie
sme odvodili vzfah, umoziujici z tejto zavislosti vypoéitat Michaelisovu kon-
Stantu.

Predpokladajme, Ze hydrolyza peptickej vizby prebieha podla schémy

k k
RR' 4+ Pog—s PRE" — s Pt R4 R
k, H,0
RR". . . . . . . substrdt (radikdly spojené peptidickou viazbou)
P « o® 5w % ¥ . @ Pepsi
PRR* . . . . . . komplex enzym—substrat.

Podla Michaelisa a Mentenovej plati

ky +ky _ ([P] — [PRR]) [RR"] _ K

k, [PRR]

Rychlost hydrolyzy je ovladanid najpomal§im dejom, teda

: [P].[RR]
= &y [PRR ] =hy ===
v =k [PRR] = ko g o
Ked zniZime koncentriciu séra v zmesi a — krat, znizi sa v tomto po-

mere tak koncentricia enzymu, ako aj substratu a pre rychlost hydrolyzy do-

staneme vyraz
g1 ¢ [PLIRR]

a ®a.Kum+ [RR)]
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Qi

Pomer tejto rychlosti k povodnej oznadime c:

Kum -+ [RRl
a.Kuy + [RRI]

o' 1
C— — = —"°*
v a

a po konecnej uprave male linedrnu zavislost

1

c._a = Kl + K2 .a
= BR YKy = LS
Me K= RRUKm+1° T RRYRM 1

Ked vyna§ame do grafu zavislost 1/ca na a, zo smernice K, ziskanej priam-
ky mézeme vypoéitat Ku, ak pozname vychodziu koncentriciu substratu [RR’].
Vypocet mézeme urobit tiez na zdklade konStanty Ki, jej presné zmeranie vsak
bude asi obtiazne, pretoze priamka musi prechiddzat bodom o stradniciach (1,1)
v blizkosti osi y.

Zatial bol prevedeny iba jeden experiment s cielom urc¢it K pepsinu v sére
navrhnutym spdsobom: vypogitali sme hodnotu 0,008 mol peptidickych vizieb/
/liter, ktorii samozrejme povazujeme za predbeznii. Ziskana zavislost je na obr.
2a. Sérové bielkoviny sme povazovali za jednotny substrdat. V pripade, ze K je
rozna pre albumin a jednotlivé globuliny, vypocitand hodnota je priemerom,
v ktorom sa odrdza aj pomerny obsah tychto zloziek v sére. (V dalsom bude
potrebné previest stanovenia s pouzitim znatkovaného gamma, resp. alfa- i beta-
-globulinu). Ak sa uvedena tedria ukaze spravnou, mohla by byt uZitoéna najmi
v pripadoch ako je nas, Ze totiz enzym je v zmesi s nadbytkom svojho substratu.

Q

Obr. 2a. Urcenie Michaelisovej konstanty
systému pepsin-bielkoviny séra.

1 1 Zévislosta na a, (c...pomer, v ktorom
sa znizi rychlost proteolyzy pri a-na-
sobnom znizeni koncentracie enzymu

i substratu). Zmerana smernica K2 =

13 5 ) = 0,0527.

u

K vyhodnoteniu vysledkov polarografického stanovenia proteolytickej akti-
vity séra pri pH 1,5—1,7 previedla sa analyza 30 sér zdravych zvierat. Vypo-
¢ital sa priemer rozdielov vysky viny inkubovanej a kontrolovanej vzorky a pri
jednotlivych stanoveniach potom sa hodnotil index dany pomerom rozdielu vysok
vin analyzovanej vzorky a priemeru. Normélne hodnoty indexu st v rozmedzi
0,5—1,6.

U jednolivych vzoriek séra sme sledovali zavislost aktivity pepsinu na dobe
skladovania v chladi¢ke. Zistili sme v zhode s J. Kolafom a spol. (6), ze
v priebehu tyzdna sa aktivita prakticky nemeni.
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22.AKTIVITA PRI pH 3,7—39

Percento aktivity uvolnené v priebehu inkubécie z vazby na bielkovinu je
dané podla vzorca
N; — Ny
K =100 ——
N. — N
Za predpokladu, zZe vietky molekuly v sére pritomné (v¢itane RISA) su
rovnako pristupné hydrolyze katepsinovym enzymatickym systémom, je percento
celkovej bielkoviny rozlozenej pri inkubdcii totozné s hodnotou K. Ked oznaéime
koncentraciu bielkovinného dusika b[ %7, ie mnozstvo dusika uvolneného auto-
proteolyzou do $tepov rozpustnych v 10% kyseline sulfosalicylovej za danych pod-
mienok v 2 ml zmesi obsahujicej 0,6 ml séra na 7,1 ml objemu uréené vyrazom

0,6 2 K .
k= 100 7,0° 100 1,69.10-° . b. K gramov.

Chyba navrhnutej metédy bola preskasana; pre hodnoty K, blizke normal-
nej drovni, v hoviddzom sére §tandardni odchylka nepresahuje == 10 %. Dalsia
chyba, vznikajica pri praci s RISA s réznych vyrobnych $arzi, sa da odstranit
najlepsie tym, Ze urcené hodnoty porovndme s vysledkami ziskanymi inou meto-
dou. Pri stanoveni normélnych hodnét sme pouzili RISA z troch $arzi.

Rychlost autoproteolyzy katepsinovym systémom sme zmerali u 26 kusov
hovidzieho dobytka. Zistena priemernd hodnota ¢ini 4,54 == 1,3 %. Ak prijmeme
predpoklady uvedené v ¢asti 1. o zloZeni hovidzieho séra, je uvedena hodnota
ekvivalentna 0,93 mEkv tyrozinu uvolnenych v zmesi obsahujiicej 1000 ml séra
za 24 hodin pri 37° C. V literatare sme nenasli adaje, s ktorymi by bolo mozné
tento vysledok porovnat.

U katepsinu bola tiez sledovana zavislost rychlosti proteolyzy na znizovani
koncentracie séra v inkubadnej zmesi. Zavislost 1/c.a je na obr. 2b; hodnota K
vypocitana zo smernice ziskanej priamky je 5,75-10* mol peptidickych vizieb/1.
Pre mnedostacujtci pocet experimendlnych adajov povazujeme toto &islo za pred-
bezné, plynie z neho viak désledok, ze na rozdiel od pepsinu — je K tak mala,
7e znizovanie obsahu séra v zmesi ma maly vplyv na vyslednt hodnotu K [%].

Obr. 2b. Stanovenie Michaelisovej kon-
Stanty systému katepsin-bielkoviny séra.

Zavislost B na a pri stanoveni proteo-
lytickej aktivity katepsinu v hovadzom
sére. Zmerana smernica priamky: 0,0135
(c...pomer, v ktorom sa znizi rychlost
proteolyzy pri a-nasobnom znizena kon-

centracie enzymu i substratu). 1 60 120
a
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Ked napriklad do zmesi cdmeriame miesto 0,6 ml len 0,05 ml, zistime hodnotu
K skoro nezmemena. Tento fakt ma velky vyznam pre moznost stanovenia pro-
teolyticke! aktivity v extrémne malych mnozstvach materidlu. (Zmerana hod-
nota K je zrejme priemerom Michaelisovych konstant pre komplexy jednotli-
vych enzymov katepsinového systému s jednotlivymi zlozkami séra, v ktorom sa
odradza tiez relativny obsah tychto enzymov a zloziek séra).

Polarografické stanovenie sme previedli v sérach 30 zdravych kusov ho-
vidzieho dobytka a vypoéitali sme priemer rozdielu vysky vlny inkubovaného
a neinkubovaného filtratu. Pri hodnoteni jednotlivych stanoveni je potom smero-
datny index, dany pomerom rozdielu vysky vlny analyzovanej vzorky a prie-
meru. Normélne hodnoty indexu boli v rozmedzi 0,6 —1,65. U niektorych vzoriek
séra sme sledovali zavislosf katepsinovej aktivity na dobe skladovania v chlad-
nicke. Zistili sme, ze v priebehu tyzdria po odobrani krvi nedochadza k jej pod-
statnym zmenam.

Kvéli overeniu pritcmnosti katepsinu v hovddzom sére bola sledovand za-
vislost rychlosti proteolyzy na pH v rozmedzi 1 az 6 v sére zdravej 1%zro¢nej
jalovice. V tom istom sére sme dalej previedli inaktiviciu pepsinu nasledovnym
sposcbom: V ¢asti séra, riedenej fyziologickym roztokom (1:1), sme upravili
pH pomocou 0,5 n HCI na 3,5 a inkubovali 3 hodiny pri 37° C (premena pepsi-
nogénu na pepsin). Potom sme pH upravili na 9,0 0,5 n hydroxidom sodnym
a nechali staf 48 hodin pri laboratérnej teplote. V takto upravenom sére sme
opit zmerali proteolyticka aktivitu pri réznych hodnotach pH.

V oboch pripadoch (upravené i neupravené sérum) boli koncentracie séra
1,2 ml na 14,2 ml roztoku, obsahujtceho asi 1 uc RISA. pH bolo upravené po-
moecou pufrov (do hodnoty 3,0 glycin — HCI, vyssie hodnoty Na;HPOs — ky-
selina citrénova), a kyseliny solnej, resp. hydroxidu sodného.

Zavislosti st zndzornené na obr. 3. Vidiet, Ze znac¢na cast aktivity pri pH 3,4
az 4,0 je sposobend pepsinom (sledované sérum obsahovalo oproti norméalnym
hednotdm viac pepsinu). V pripade klinického vyuzitia stanovenia katepsinu by
bolo preto potrebné prevadzat vidy séasne tiez stanovenie pepsinu, aby sa dali
vysledky spravne posudit.

SUHRN

Bola navrhnutd metodika pre stanovenie proteolytickej aktivity v hoviddzom
sére pri pH 1,5—1,7 a 3,7—3,9, zaloZzena na pouziti sérumalbuminu znaceného
radiojédom, ktora umozinuje stibezné alebo i samostatné polarografické vyhod-
notenie vysledkov.

- ; e e
15F B

&

§ Obr. 3. Zavislost proteolytickej aktivity

i i séra 1',ro¢nej jalovice na pH

g —0O—0O75 ... priebeh proteolytickej akti-

"eg 5( vity v normainom sére

= —@—@®— . .. pricbeh proteolytickej akti-
vity v sére upravenom za ucelom inakti-

b 3 3 . 2 :H vécie pepsinu
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Boli takto stanovené hodnoty pepsinovej aktivity (pH 1,5—1,7) v 20 vzor-
kach hovddzieho séra. Ziskana stredni hodnota je dana ¢islom 5,78 = 1,82 %
aktivity uvolnenej z vdzby na bielkovinu po¢as 24 hod. inkubacie pri 37°C
v zmesi obsahujiicej 1,5 ml séra v 5,5 ml roztoku, ¢o zodpoveda priblizne 1,2
mEkv tyrozinu uvolneného v zmesi obsahujtcej 1000 ml séra za uvedenych pod-
mienok.

Polarografickou analyzou sér 30 kusov hovddzieho dobytka bolo zistené, ze
normélna hodnota indexu [definovany rovnako ako u J. Homolku (8)] je
v rozmedzi 0,5—1,6.

V predbeznom pokuse bola uréend Michaelisova kon$tanta pepsinu v ho-
viddzom sére inym spdsobom neZ je zndma metéda Lineweavera a Burka; zisteni
hodnota je 0,008 mol peptidickych vizieb/liter.

Proteolytickd aktivita pri pH 3,7—3,9 bola stanovend v 26 vzorkach ho-
vidzieho séra. Vypo¢itana stredna hodnota ¢&ini 4,54 == 1,3 % aktivity uvolnenej
z vidzby na bielkovinu pri inkubécii 24 hod. pri 37° C v zmesi obsahujicej
0,6 ml séra v 7,1 ml roztoku, o zodpoveda priblizne 0,93 mEkv tyrozinu uvol-
neného v roztoku obsahujicom 1000 ml séra za uvedenych podmienok.

Na zaklade polarografickej analyzy sér 30 kusov hovidzieho dobytka bola
stanovena norméalna hodnota indexu [definovaného podla Homolku (11)] v roz-
medzi 0,6 —1,65.

V predbeznych pokusoch bola zmerana tiez K systému katepsin—sérum
postupom uvedenym v texte; zmerana priblizne hodnota je 5,75.10* mol pepti-
dickych vizieb/liter.

Bola tiez sledovana zévislost proteolytickej aktivity krvného séra na pH
v rozmedzi 1—6 v normélnom sére a v sére upravenom za ulelom inaktivacie
pepsinu. Zistilo sa, ze znadna &ast aktivity pri pH 3,7—3,9 méze byt spdsobz=na
G¢inkom pepsinu.

Doslo diia 27. 4. 1965
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OnpenesyieHse NMPOTEOJHTHYECKO AKTHBHOCTH KPOBSIHOM CHIBOPOTKM MPH TOMOILH
paauoakTtusHoro cy6erpara I,

Belna npensioxkena MeToaHKa [AJst ONpejesiendsi NMPOTEOJHTHYECKOH aKTHBHCCTH B TOBSi-
weit thiBoporke pH 1,6—1,7 u 3,7—3,9, ocnoBanHast Ha MpPHUMEHEHHH CLIBOPOTKH-a.JIbGVMHHA,
MEUeHOTo pPanHoiionoM, KOTOpas JaeT BO3MOXHOCTh MapaJijie/isHO H/AH OTAeNbHO MoJsporpa-
¢uueckn o6paboTaTh pesysbTaThl.

Takum oGpa3om GbliH OMpejeseHbl BesHYHHBI Tencuuosoii aktusucern (pH 1,5—1.7)
B 20 o6pasuax rosskeii coiBopoTkH. [Tosyuennas cpeansis eqHuniia faHa vucaom 5,78—1 82 %
aKTHBHOCTH, OCBOGOK/EHHOiI H3 CBSI3H GeJKOB B Tesenue 24 yacos HHKYGHPOBaHHs INpH
370 C B cmecH, comepskauteit 1,5 Ma CHIBOPOTKH B 5,5 MJ pacTBopa, YTO COOTBETCTBYET MpH-
6ausutenbuo 1,2 mEkv tHpo3nna B cMmecH, conepikauteii 1000 M CHIBOPOTKH B NMPHBEJIEHHLIX
YCJIOBHSIX.,
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[Tyrem noasporpaduueckoro anaausa cbiBopotok 30 ro.0B KPYNHOrO pPOTaToro CKoTa
6bI10 YCTAHOBJIEHO, UTO HOPMaJbHasl BeJAHUMHA HHAexca (ToxaecTBen onpexesenuio V1. T o -
MoJaKHu [8]) naxoaures B npeaenax 0,5—1,6.

B npexBapureabHOM onbiTe onpejedsiach KOHCraHta nerncHiHa mo Muxaen'cy B ros-
JKeil CIBOPOTKe Mo ApyroMmy croco0y, uem H3BecTHHIT Merona JIuHeB:aBepa u Bypxa; noay-
uenHast BesqmyuHa cocrasaser 0,008 mMon nenTHAHYECKHX CBSI3ei/JHTD.

ITporeosnrnueckas axktusnocts npu pH 3,7--3,9 onpeneasiiach B 26 oGpasiax ropszxel
CLIBOPOTKH. Buruncnennas cpeansia senuwunna cocranisier 4,54—1,3 % akTHBHOCTH, OCBOGOMK~=
JIeHHOIT H3 CBsI3H 0€JKOB, NMPH HHKYGHpOBaHUM B TeueHHe 24 yacos npu 3/0C B cMecH, conep-
»ameii 0,6 M1 CHIBOPOTKH B 7,1 M pacTBopa, uto cooTBeTcTByeT NpHOAH3HTebHO 0,93 mEkvV
THPO3HHA, OCBOOOXKAEHHOr0 B pactBope, cojep:autum 1000 M CHIBOpOTKH B MPHEEAEHHLIX
YCJIOBHSX.

Ha ocnose nossiporpaduueckoro aHa/nsa cbiBOpoTkH 30 roJioB KpynHero poraTtoro ckora
Obl1a ycTaHoB/ela HOpMaJsbliasi BeJHYHHA HHAeKca (onpenenenHas no [omoaxe [11]) B mpe-
nenax 0,6—1,65.

B npenBapuTesbHBIX ONbITaX Takxe H3Mmepagack Kwm cucreMbl KaTelCHH-CLIBOPOTKa
NpHBE/JEHHLIM B TEKCTe CrMocoGoM; H3MepeHHast NPHOJH3HTE/bHAS BEJIHYMHA COCTaBJseT
5,75 . 104 Mo MenTHAHUECKHX CBA3el/AHTp.

Tak:ke u3yuasnach 3aBHCHMOCTb NPOTEOJHTHUECKOI aKTHBHOCTH KPOBfAHOII CLIBOPOTKH Ha
pH B npenenax 1-—6 B HOpMaJabHOI CHIBOPOTKE H B CHLIBOPOTKE, NPHCNOCOGIEHHOI € 1ebIo
HHakTHBalMH nerncuna. Okasanoch, uTo 3HauHTe/bHast yacTb axkrtusHoct npu pH 3,7—3,9
MOXeT OblTh BbI3BaHa JICHCTBHEM [ercHlia.

Determining Proteolytic Activity of Blood Serum by means of Radioactive Substrate I.

A technique for determining proteolytic activity in bovine serum at pH 1,5—1,7
and 3,7—3,9 was proposed, based on the using of serum albumine marked by means
of radio-iodine; this method makes simultaneous or independent polarographical
evaluation of results possible.

Thus values of pepsine activity were determind (pH 1,5—1,7) in 20 samples of
bovine serum. The mean value obtained is settled by the figure 5,78 = 1,82 0, of
activity released from the protein binding during 24 hours’ incubation at 37° C in
a mixture containing 1,5 ml of serum in 5,5 ml of solution, which corresponds
approximately to 1,2 mEkv of tyrosine released in a mixture containing 1000 ml
of serum under the mentioned conditions.

Polarographical analysis of sera of 30 heads of cattle proved that the normal
index value [defined in the same ways as with J. Homolka (8)] is within the limits
of 0,5—1,6.

Michaelis’ constant of pepsine in bovine serum was determined in a preliminary
experiment in another way than the well-known Lineweaver's and Burke’s method
is; the obtained value comes up to 0,008 mol of peptic bindings/litre.

Proteolytic activity at pH 3,7—3,9 was determined in 26 samples of bovine
serum. The calculated mean value is 4,54 = 1,3 9, of activity released from protein-
binding during 24 hours incubation at 379 C in a mixture containing 0,6 ml of serum
in 1,7 ml of solution, which corresponds approximately to 0,93 mEkv of tyrosine
released in a solution containing 1000 ml of serum under the mentioned conditions.
By means of polarographical analysis of sera of 30 heads of cattle normal index
value [defined after Homolka (11)] was determined within the limits of 0,6—155.

Kum of the system catepsine-serum was determined, too, in preliminary expe-
riments using the procedure stated in the article; the approximate value measured
is 5,75.104 mol of peptic bindings/litre.

Dependence of proteolytic activity of blood sera on pH within the limits of
1—6 was also traced in normal serum and in serum treated in order to inactivate
pepsine. It was found that a considerable part of activity at pH 3.7—3,9 may be
caused by the influence of pepsine.

Prof. MVDr. Michal Bartik

inZ. Jan Mester

Vysoka S$kola polnohospodarska,
veterinarska fakulta, katedra chémie
a fyziky, KoSice, Komenského 71
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PINKAS J. Sledovani radioaktivni kontaminace
PLUIIAR J. travnich porostii na tzemi CSSR

P Radioaktivni zne¢iiténi atmosféry zpiisobené pokusy s nukleadrnimi zbra-
némi, vyvolalo potfebu sledovat arovern umélé radioaktivity Zivotniho prostfedi
nejen clovéka, ale téz i hospodafskych zvifat, jez jsou zdrojem potravin Zivo-
¢isného ptvodu. Lze ji sledovati rdznymi metodami: zachycovanim radioaktiv-
nich aerosoli na membranovych ultrafiltrech, méfenim aktivity atmosférickych
srazek, atd. Tyto metody nas informuji jen o mnoizstvi radioaktivnich latek
v ovzdudi nebo o mnozstvi radioaktivnich latek, které dopadly na uréitou plochu
zemského povrchu v wuréité dobé. Jaky viak je stupein kontaminace travnich
porostli, hlavniho zdroje krmeni pro hospodarska zvirata, témito metodami ne-
zjistime.

Na kontaminaci travnich porosti se zucastfiuji v§echny produkty jaderného
§tépeni, vznikajici pfi vybuchu atomové pumy; biologicky jsou z nich nejnebez-
pe¢néjsi radiojod I, radiostroncium Sr%°, Sr® a radiocesium Cs'®’. Vsechny
tyto umélé radioaktivni izotopy prichazeji s krmivem do tél hospodatskych zvirat,
v nichz se ukladaji z¢asti do uréitych orgdni a tkani a zéasti vylucuji trusem,
moc¢i a mlékem.

Pii radioaktivni kontaminaci travnich porostli mtZeme urdovat jednak cel-
kovou beta aktivitu, jednak sledovat hodnoty radionuklidi. Celkovou beta akti-
vitu uréujeme obycejné k vyjadreni vztahu s aktivitou atmosférickych srazek.

METODIKA ZPRACOVANI A MERENI VZORKU

Vzorky byly odebirany z cerstvych travin, v nékterjch ptipadech téz ze
sena. ProtoZe mezi odebranymi vzorky byly traviny nékdy suché, byly viechny
vzorky nejprve usuSeny, navazeny do spalovacich kelimkii a spaleny pii teploté
do 600° C. Ziskany popel byl prenesen na hlinikovou méfici misku o @ 26 mm
v mnozstvi 300 mg a méfen na radioaktivitu beta na nukledrnim ¢itadi ACEC
DM 160 ve spojeni s universalnim automatickym méni¢em vzorkit PAU 50
s pouzitim GM trubic 30/30 AB Tesla Premysleni o hmoté okénka 1—2 mg/cm®
GM trubice byla umisténa v olovéném ochranném krytu o sile stény 50 mm
clova. Vzdalenost méteného vzorku od okénka trubice byla 5 mm; u kazdého
vzorku bylo méfeno 1000 impulsi. Pfi méfeni bylo pouZito standardu, pfipra-
veného z chloridu draselného, po pfedchédzejicim vysuSeni a jemném rozetfeni.
Stejny standard doporuc¢uje Komise MGR (Mezinarodniho geofysikalniho roku)
pro méfeni dlouhodobych umélych radioaktivnich izotopi, obsazenych v radio-
aktivnim spadu (3).
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SLEDOVAN{ RADIOAKTIVNI KONTAMINACE TRAVNICH POROSTU
1. ETAPA: ZAPADNI OBLAST ZAPADOSLOVENSKEHO KRAJE

V listopadu a v prosinci 1962 byla v této oblasti sledovana radioaktivni
kontaminace jednak travnich porosti v té dobé dosud nepokosenych, jednak
u uskladnéného sena ze sklizné 1962.
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Sledujeme-li hodnoty zji§ténych aktivit na gr. 1, vidime, Ze nejvy$3i hodnoty
se vyskytly v oblasti jizni ¢asti Bilych Karpat, kde jejich primérnd hodnota
byla 3,55 X 107 ¢/1 kg, kdeito ve stfedni &asti tohoto kraje byl priameér
2,25 X 107 ¢/1 kg.
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Graf 2. Kontaminace sena ze sklizné 1962 a 1963
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Pti vyhodnoceni aktivit sen (gr. 2) vidime, Ze se setkdvame s hodnotami
mnohem niz§imi, s primérem 0,4 X 107 c¢/1 kg. Vykazuji tedy &erstvé traviny
mnohem vys$§i kontaminaci nez traviny suSené, jez jsou zkrmovany v zimnim
obdobi. Nase pozorovani jsou shcdna s pozorovanimi, kterd ucinil Knoop
a Merten (2) pfi sledovani pfitomnosti obsahu radiostroncia v sené. Tito
autoti dale zjistili, Ze v letnim obdobi, kdy jsou dojnice krmeny &erstvymi tra-
vinami, je obsah stroncia v mléce vy33i nez v adobi, kdy je zkrmovino seno
spolu s jinymi krmivy.

II. ETAPA: PASTVINY V SEVERNICH A ZAPADNICH CECHACH

V této etapé byla sledovdna radioaktivni kontaminace na pastvinich v za-
padnich a severnich Cechach v pastevnim obdobi 1963, tedy od kvétna do fijna.
V zapadnich Cechach $lo o pastviny v prostoru Srni—Zelezna Ruda a v sever-
nich Cech4ch o pastviny severné od Liberce.
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I. Hodnoty mési¢éniho spadu v zap. Cechéich v r. 1963. (Fys. ustav. lékarské
fakulty KU, Plzen)

Mista odbéru

Mgésic Plzen Hradisté Bavoryné

mc/1 km? mc,1 km? mc/1 km?
Leden | 28,63 9,97 25,45
Unor 14,35 5,74 22,17
Biezen 55,87 11,46 11,18
Duben 1 43,87 4,51 22,45
Kvéten f 109,99 29,23 4,30
Cerven 120,76 24,94 24,11
Cervenec 90,38 26,08 95,50
Srpen 35,32 5,92 4,35
ZaFi 34,94 14,61 2,04
Rijen 10,82 12,80 5,79
Listopad 16,58 12,92 1,48
Prosinec 7.58 0,75 7,43

Na grafu 3 je zachycen priibéh hodnot radioaktivni kontaminace ma 3u-
mavskych pastvinach; sledujeme-li kfivku primérné hodnoty, vidime, ze koncem
Cervna a zacatkem cCervence bylo dosaZeno maxima vzestupu, odpovidajicimu

jarnimu, maximu. V dal§ich mésicich hodnota klesd, v zafi opét stoupd a po-
catkem fijna dosahuje opét vysoké hodnoty.

V grafu 4 je zachycen priibéh hodnot radioaktivni kontaminace na pastvi-
nach. v okoli Liberce; zde se setkdvame opét s obdobnym pocateénim priabéhem:
v Cervenci se dosahuje maxima, potom je pokles vystfiddan jen mirnym vzestu-
pem. Srovname-li kfivky prumérnych hodnot, vidime, ze c¢ervencovy vzestup
a srpnovy pokles byl stejny, zatim co rozdil je jen v konecnych hodnotiach; na
$umavskych pastvinich byla ke konci zaznamenana nejvy3si priamérnad hodnota,
kdezto na libereckych pastvinach byl vzestup jen nepatrny.

V tabulce I jsou uvedeny hodnoty radioaktivniho spadu zaznamenaného
v zapadnich Cechach tdstavem fyziky lékatské fakulty v Plzni na tfech mistech.
Srovnavame-li tyto hodnoty, vidime, Ze se setkdvdme s obdobnym pribéhem
vzestupu, dosazenim jarniho maxima i poklesu hodnot, ktery jsme zaznamenali
pti sledovani kontaminace pastvin v zadpadnich Cechéch, kdy absolutni hodnoty
zamoteni byly mnohem vétsi nez hodnoty mésiéniho spadu v této oblasti.

III. ETAPA: SLEDOVANI HODNOT KONTAMINACE TRAVIN NA RUZNYCH
MISTECH CSSR

V této etapé byla sledovana kontaminace travnich porosti na ruznych
mistech CSSR, poéinaje nejzdpadnéjiimi a konée nejvychodnéjsimi v tdobi od
23. zati do 8. fijna 1963.

Jestlize zatadime jednotlivé hodnoty mist do tfi skupin podle zemépisné
§ite, setkdvame se s témito primeéry hodnot:
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te mezi 48—49°: 103 X 10 c¢/kg neb 41,2 mc/1 km?
e mezi 49—50°: 165 X 10 c/kg neb 66,0 mc/1 km?
fe mezi 50—51°: 117 X 10 c/kg neb 46,8 mc/1 km?

. oblast zemépisné i
. oblast zemépisné §i
3. oblast zemépisné §i

A
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N =
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Graf 5.

V ¢asti A jsou nami ziskané hodnoty. V ¢asti B jsou hodnoty, které zazna-
menal L. T. Alexander (1) pfi sledovani kontaminace piidy stronciem
Sr%. Srovname-li obé ¢asti, setkdvame se v podstaté s relativné obdobnym prii-
béhem. Hodnoty ¢édsti A jsou v souhlase s teorii o zamoreni severni polokoule
troposférickym spadem v oblasti 50° s. z. §. plsobenim tryskovych vétri (jet-
stream) (5).

S 0,770 Mev
0,134 MeY 95Np 95zr 0760 Mev
\ 144 Ce 141 Ce 0,724 Mev

T T

0 01 02 03 04 05 06 Pozadi 0 10 11 12 13 14 1,5 Mev

Graf 6. Spektrogram vzorku travin z 1. elapy — zapadni c¢ast Zapadoslovenského
kraje, zpracovany automatickym scintilaécnim gamma spekirometrem SGXA 2 ACEC

SOUHRN

Byla sledovdna radioaktivni kontaminace travnich porostd na rtaznych
mistech tzemi CSSR. Prvni etapa byla zaméfena na kontaminaci travin na past-
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vindch v zdpadnich a severnich Cechach. Na téchto lokalitich bylo zjisténo jarni
maximum obdobné zji§ténim jiného pracoviit®¢ (4). Ve II. etapé pti sledovani
kontaminace sena byly zjidtény podstatné niz§i hodnoty. Ve III. etapé byly hod-
noty zatazeny do tii skupin podle pasem severni zemépisné §ite; pribéh téchto
hodnot odpovida teorii o vzniku spadu (5) a ma obdobnou tendenci jako priibéh
hodnot zjisténych pfi sledovani kontaminace pidy Sr 90 L. T. Alexan-
drem (1).

Spektrometrickym vyhodnocenim vzorku travin z I. etapy, byly zazname-
nany vrcholy energii pro zirkonium Zr 95, niobium Nb 95 a cer Ce 141, 144.

Doslo dne 15. 4. 1965
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H3yyeHHe pafiHOAKTHBHON KOHTaMHHalMH TpaBocToeB Ha teppuropun YCCP

H3yyasiHch paaHoaKTHBHAs KOHTaMHHALHs TPAaBOCTOEB HAa PasHBIX Mecrax TePPHTOPHH
YCCP. Ilepsblii 3Tan 6bly1 HanpasJeH Ha KOHTaMHHALVIO JIyrOBbIX TpaB Ha nact( uiax B ce-
BepHoii u 3anaanoil Yexun. Ha 3THX MecTax M 6bi yCTAHO“JICH BECEHHHH MaK HMVM aH /0=
THYHO OMpejesieHHsiM Apyroro paGouero nyukra (4). Ha II sTane npu u3yveHHn KOHT2MHalUHH
ceHa ObLIM yCTaHOBJEHbl 3HAuHTeAbHO MeHsiune Be1HuHubl. Ha IIl srare seanu nn 6 ru
pa3GHTH Ha TPH TPYMIMEl N0 30HaM CeBepHOi reorpad 1yecKoil WHPOTHI, A~ HKEHHe >THX ° e/lH-
YHH COOTBETCTBYET TEOPHH O BO3HHKHOBEHIH PAJHOAKTHEHBIX BHI6POCO3 (5) M HMeeT aH Jo-
FHUHYIO TEH/IEHIHIO KaK XOJl BEJHYHH, YCTAHOBJEHHBIX MPH H3YYeHHH KOHTAMHHALKH NO-BHI
Sr 90 L. r. Anekcauapom (1).

CrekTpoMeTpHYecKoii OLeHKoil 06pa3iloB JyroBuiX Tpas I sTana Gulin 0603HATEHB KY Th-
MHHALHOHHbIE TOUKH 3HEprHH /s 3HpKouuyma Zr 95, nuoouyma Nb S5 u umep Ce 141, 144.

Tracing Radioactive Contamination of Grassland on the Area of CSSR

The radioactive contamination of grassland was traced in various places of
CSSR. The aim of the first stage was to obtain information about grass contamina-
tion on pastures in western and northern Bohemia. A spring maximum analogous
to findings of another research place (1) was ascertained in these localities. At the
second stage in tracing hay-contamination substantially lower values were ascer-
tained. At the third stage the values were arranged in three groups according to
zones of the north geographical latitude; the course of these values corresponds to
the theory of the fall-out origin (5) and has a tendency analogous to the course of
values of soil — contamination by Sr 90 found by L. T. Alexander (1).

In spectrometric evaluation of a grass-sample from the 1st stage the peaks of
energies for zirconium Zr 95, niobium Nb 95 and cer Ce 141, 144 were recorded.

MVDr. Jan Pinkas

Inz. Jiri Pluhar

Ustfedni statni veterinarni ustav, ¢
Praha 2, Na Kozadéce 3
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